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1.1 Magenlymphome vom MALT-Typ 
1.1.1 Definition, Klassifizierung und Epidemiologie 
Zum ersten Mal beschrieben Isaacson und Wright in den frühen 1980er Jahren das 
sogenannte MALT-Konzept, bei dem sich Lymphome aus sekundär erworbenem 
Schleimhaut- bzw. Mukosa-assoziiertem lymphatischem Gewebe (engl.: mucosa-associated 
lymphoid tissue; MALT) entwickeln, deren histologische Besonderheiten vor allem dem 
organisierten MALT der Peyer`schen Plaques im terminalen Ileum ähneln (Isaacson and 
Wright, 1983a; Isaacson and Wright, 1984). Magenlymphome vom MALT-Typ gehören zur 
Gruppe der indolenten Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), die eine Krebserkrankung des 
lymphatischen Systems darstellen. Sie werden auch als extranodale Marginalzonen (MZ) B-
Zell-Lymphome vom MALT-Typ bezeichnet, da sie primär außerhalb des Lymphknotens, aus 
B-Zellen der Marginalzone entstehen. In den folgenden Jahren wurden weitere 
Marginalzonen-Lymphome beschrieben, die 1994 in nodale, splenische und extranodale 
MZL vom MALT-Typ als eigene Entitäten in die „Revised European-American Lymphoma 
(R.E.A.L.) Klassifikation“ und später in die WHO-Klassifikation aufgenommen wurden 
(Campo et al., 2011; Harris et al., 1994). 25-30 % aller NHL haben einen extranodalen 
Ursprung (d'Amore et al., 1991; Krol et al., 2003; Newton et al., 1997). Der größte Teil 
davon entsteht im Gastrointestinaltrakt und hier insbesondere im Magen (Freeman et al., 
1972; Morgner et al., 2000). Primär gastrale MALT-Lymphome sind insgesamt aber eher 
seltene Erkrankungen und treten vor allem im mittleren und höheren Lebensalter auf. Die 
Inzidenz der Magenlymphome in Deutschland beträgt 0,7-0,8 Fälle je 100.000 Personen pro 
Jahr (Ullrich et al., 2002).  
 
1.1.2 Morphologie extranodaler Marginalzonen B-Zell-Lymphome vom 
MALT-Typ 
Extranodale MZ B-Zell-Lymphome vom MALT-Typ haben ihren Ursprung in der 
Marginalzone reaktiver Sekundärfollikel, die analog den organisierten Lymphfollikeln der 
Peyer`schen Plaques des Dünndarms sind. Morphologisch bestehen diese Follikel aus einem 
Keimzentrum mit aktivierten B












Abbildung 1: Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT)
GC = Keimzentrum (engl.: germinal centre
= Marginalzone (engl.: marginal zone
(Du and Isaacson, 2002) 
 
 
Die Lymphomzellen sind als kleine bis mittelgroße Lymphozyten erkennbar und werden, 
aufgrund ihrer Ähnlichkeit mit den
ähnliche Zellen beschrieben
Eingestreute blastenartige Zellen liegen in MALT
dichteres Auftreten dieser Zellen 
diffusen großzelligen B-Zell
(Cavalli et al., 2001).  
Mit Fortschreiten der Krankheit
schließlich das MALT-Lymphom von der Marginalzone in die angrenzenden 
Follikelzwischenräume aus und kolonisiert weitere Follikel. Das charakteristische Merkmal 
eines MALT-Lymphoms ist die Infiltration in das umgebende Drüsenepithel und die damit
verbundene Verdrängung 
mindestens drei neoplastischen B
Läsion (LEL) bezeichnet, die komplette Zerstörung derer als lymphoepitheliale Destruktion 
(LED) (Isaacson and Wright, 1983a
Einleitung 
-Lymphozyten, welches von einer follikulä
-Zellen umgeben ist. In der Peripherie befindet sich die 
zyten Gedächtniszellen (Abbildung 1).  
. 
); FM = follikuläre Mantelzone (engl.: follicular mantle
); LEL = lymphoepitheliale Läsion (engl.: lymphoepithelial lesion
 Zentrozyten des Follikelzentrums, als zentrozyten
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 und der klonalen Expansion von MZ B-
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-Lymphozyten in das Epithel wird als lymphoepitheliale 
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1.2 Pathogenese gastraler MALT-Lymphome 
Das MALT ist ein wichtiges Element des Immunsystems und Teil der sekundären 
lymphatischen Organe, wie Milz und Lymphknoten. Im Gegensatz zu den primären 
lymphatischen Organen (Knochenmark und Thymus), in denen die Bildung und Reifung von 
B- und T-Lymphozyten erfolgt, schützt das sekundäre MALT die Haut sowie Oberflächen des 
Bronchial- und Gastrointestinaltrakts vor Krankheitserregern und initiiert die 
Immunreaktion durch Antigenkontakt (Cerroni et al., 1997; Janeway et al., 2001; Sagaert et 
al., 2007). Eine gesunde Magenschleimhaut besitzt im Vergleich zum physiologischen MALT 
der Peyer`schen Plaques des Dünndarms kein primär lymphatisches Gewebe. 
Voraussetzung für die Entwicklung von gastralen MALT-Lymphomen ist das sekundär 
erworbene lymphatische Gewebe vom MALT-Typ, das auf dem Boden einer persistierenden 
Antigenstimulation entsteht (Du and Isaacson, 2002). Allerdings können als Folge von 
Autoimmunerkrankungen auch MALT-Lymphome außerhalb des Magens in den 
Speicheldrüsen oder der Schilddrüse bei Patienten mit Sjögren-Syndom oder Hashimoto-
Thyreoiditis entstehen (Hyjek and Isaacson, 1988; Hyjek et al., 1988). Der bedeutendste 
Risikofaktor für die Entstehung des gastralen MALT-Lymphoms ist das Bakterium 
Helicobacter pylori (H. pylori), welches im weiteren Verlauf näher beschrieben wird.  
 
1.2.1 Helicobacter pylori und gastrale MALT-Lymphome 
Der „Magenkeim“ Helicobacter pylori ist ein gramnegatives, mikroaerophiles, spiralförmiges 
Bakterium mit einem Durchmesser von 0,5-0,9 µm und einer Länge von 2-4 µm (Owen, 
1998). Erstmals im Jahr 1983 gelang den beiden australischen Wissenschaftlern Robin 
Warren und Barry Marshall die in vitro Kultivierung des Bakteriums aus humanen 
Magenbiopsien. Zugleich stellten sie eine Verbindung zwischen dem Bakterium und der 
Entwicklung einer Gastritis her (Marshall and Warren, 1984). Für diese Entdeckung 
erhielten die beiden Wissenschaftler 2005 den Nobelpreis für Medizin.  
Ende der 80er Jahre wurde ein Zusammenhang zwischen den erworbenen sekundären 
lymphoiden Aggregaten der gastralen Mukosa und der chronischen Infektion mit H. pylori 
festgestellt (Stolte and Eidt, 1989; Wyatt and Rathbone, 1988). In 92-98 % aller gastralen 
MALT-Lymphome konnte darüber hinaus das Bakterium H. pylori nachgewiesen werden, 
womit eine assoziative Beziehung zwischen dieser bakteriellen Infektion und der 
Entstehung eines MALT-Lymphoms gezeigt werden konnte (Parsonnet et al., 1991; Stolte, 
Einleitung 
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1992; Wotherspoon et al., 1991). Hussel et al. konnten schließlich den direkten Einfluss 
einer H. pylori-Infektion auf die Entstehung von gastralen MALT-Lymphomen mit Hilfe von 
in vitro Experimenten untermauern. Es konnte gezeigt werden, dass H. pylori nicht 
unmittelbar die Proliferation von B-Zellen stimuliert, sondern dass die Entwicklung eines 
gastralen MALT-Lymphoms abhängig von der Stimulation H. pylori-Antigen aktivierter 
Tumor-infiltrierter T-Zellen ist (Hussell et al., 1996; Hussell et al., 1993). H. pylori-spezifische 
T-Zellen stehen über die co-stimulierenden Moleküle CD40 und CD40L mit den B-Zellen in 
Kontakt, wodurch diese aktiviert und indirekt zur Proliferation angeregt werden (Greiner et 
al., 1997).  
Stolte und Eidt sowie Wotherspoon und Kollegen konnten zeitgleich im Jahr 1993 einen 
direkten Zusammenhang zwischen einer durch H. pylori-induzierten Entzündungsreaktion 
und der Entstehung eines gastralen MALT-Lymphoms nachweisen. Sie erzielten in MALT-
Lymphom-Patienten durch Eradikation des Keims mittels Antibiotikatherapie eine 
Remission des Lymphoms (Stolte and Eidt, 1993; Wotherspoon et al., 1993), wobei seine 
Eliminierung, aufgrund des H. pylori-induzierten T-Zell-abhängigen Lymphomwachstums, 
meistens nur in der frühen Phase der Erkrankung zur Heilung führt (siehe Kapitel 1.3). 
Unsere Gruppe leitete die weltweit größte H. pylori-Therapiestudie mit dem längsten 
Follow-up für Patienten mit einem MALT-Lymphom (Bayerdörffer et al., 1995; Morgner et 
al., 2001; Neubauer et al., 1997; Thiede et al., 2001; Wündisch et al., 2012; Wündisch et al., 
2005). 80 % der Patienten im frühen Stadium der Erkrankung zeigten nach einer 75-
monatigen bzw. 122-monatigen medianen Beobachtungszeit eine komplette histologische 
Remission, die in den meisten Fällen auch nach zehn Jahren anhält (Wündisch et al., 2012; 
Wündisch et al., 2005). Weitere Studien konnten ebenfalls durch Heilung der Helicobacter-
Infektion eine Regression des Lymphoms bestätigen (Montalban et al., 2005; Pinotti et al., 
1997; Wu et al., 2004).  
Weltweit ist die H. pylori-Kolonisation des Magens eine der häufigsten bakteriellen 
Infektionen, denn mehr als die Hälfte der Weltbevölkerung ist mit dem Bakterium infiziert. 
Die Prävalenz der Infektion ist, in Abhängigkeit von den hygienischen Bedingungen, 
geographischen Variationen unterlegen und reicht von 20-50 % in Industrieländern bis zu 
über 80 % in Entwicklungsländern (Bauer and Meyer, 2011; Frenck and Clemens, 2003; 
Suerbaum and Michetti, 2002). Eine Infektion mit H. pylori erfolgt meist im Kindesalter auf 
oral-oralem oder fäkal-oralem Weg und kann unbehandelt über Jahre im Magen 
persistieren (Blaser and Parsonnet, 1994; Megraud, 1995; Rothenbacher et al., 1999). 
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Eine Reihe von Faktoren ermöglicht es dem Bakterium im sauren Milieu des Magens zu 
überleben und diese ökologische Nische zu besiedeln. Stammspezifische Virulenzfaktoren 
von Helicobacter-Spezies sind vor allen Dingen für die Kolonisation, Persistenz und 
Pathogenität des Keims überaus wichtig (Stein, 2006). Tabelle 1 zeigt eine Übersicht über 
die H. pylori-spezifischen Pathogenitätsfaktoren. 
 
Tabelle 1: Auszug von H. pylori-Pathogenitätsfaktoren. 
Pathogenitätsfaktoren Funktion 
Kolonisationsfaktoren: 
Flagellen Beweglichkeit des Bakteriums 
Urease Pufferung der Magensäure 
Persistenzfaktoren: 
Adhäsine Anheftung an die Magenmukosa 
Katalase, Superoxiddismutase Schutz des Bakteriums vor oxidativen Schäden 
Mimikry von Lewis-Antigenen Langzeitpersistenz 
Gewebeschädigende Faktoren: 
Vakuolisierendes Zytotoxin A (VacA) Zytotoxin/Zellschädigung - Vakuolisierung der Zellen 
Neutrophil Activating Protein (NapA) Aktivierung neutrophiler Granulozyten 
cag-Pathogenitätsinsel kodiert für Proteine des T4SS und für CagA 
Zytotoxin-assoziiertes Gen A (CagA) Effektorprotein 
 
 
Diese Pathogenitätsfaktoren manipulieren letztlich die Immunantwort des Wirts und sind 
für eine Langzeit-Besiedlung des Magens von großer Bedeutung (Israel and Peek, 2006). Ein 
bedeutender gewebeschädigender Faktor ist das vakuolisierende Zytotoxin A (VacA), 
welches nicht von jeder Helicobacter-Spezies exprimiert wird. VacA verursacht in den 
Magenepithelzellen eine Vakuolisierung des Zytoplasmas und ruft dadurch eine Schädigung 
der Zellen hervor. Zudem wird davon berichtet, dass VacA Apoptose in Wirtszellen induziert 
und die Proliferation von T-Zellen inhibiert (Gebert et al., 2003; Suerbaum and Michetti, 
2002). Möglicherweise ist H. pylori aufgrund dessen in der Lage, die adaptive 
Immunantwort des Wirtes zu umgehen und eine chronische Infektion hervorzurufen 
(Rieder et al., 2005). Der wichtigste Virulenzfaktor ist die cag-Pathogenitätsinsel, die u. a. 
für das CagA Protein kodiert. CagA-positive Stämme sind bekannt für ihre starke 
Immunogenität und werden mit einer stärkeren Immunantwort und Entzündung in 
Verbindung gebracht. Einige Gene der cag-Pathogenitätsinsel kodieren für ein Typ-IV-
Sekretionssystem (T4SS), welches die Translokation von CagA in die Wirtszelle 
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gewährleistet. Dort spielt es sowohl phosphoryliert als auch unphosphoryliert eine 
entscheidende Rolle bei der Aktivierung intrazellulärer Signaltransduktionswege (Brandt et 
al., 2005; Kwok et al., 2007; Stein et al., 2000). Dies führt letzten Endes zur Infiltration der 
unter normalen Umständen in der Mukosa nicht anzutreffenden Immunzellen (siehe Kapitel 
1.2.2). CagA-positive Helicobacter-Spezies werden aufgrund ihrer hohen Pathogenität viel 
häufiger mit Folgekrankheiten, wie Ulzera, Karzinome und auch MALT-Lymphome assoziiert 
als CagA-negative Stämme (Miehlke et al., 2000; Rudi et al., 2000; Schmausser et al., 2000). 
 
Wie bereits beschrieben, kann H. pylori über Jahrzehnte im Magen persistieren. Eine 
Infektion führt immer zu einer chronischen Gastritis, die in den meisten Fällen allerdings 
asymptomatisch verläuft (Bergman and D'Elios, 2010). Inzwischen wird H. pylori als 
wesentlicher Risikofaktor mit einer Reihe verschiedener gastroduodenaler sowie auch 
anderer Erkrankungen, wie z. B. der Immunthrombozytopenie, assoziiert (Frydman et al., 
2015; Malnick et al., 2014). Der klinische Krankheitsverlauf einer H. pylori-Infektion ist dabei 
abhängig von verschiedenen Faktoren, die sowohl das Bakterium als auch der Wirt 
vermitteln. Das Zusammenspiel der bereits beschriebenen keimspezifischen 
Pathogenitätsfaktoren sowie der individuellen Immunantwort und der genetischen 
Faktoren des Wirts haben Einfluss auf das Ausmaß und die Lokalisation der Erkrankung 
(Abbildung 2). Dementsprechend zeigen Patienten mit hoher Magensäuresekretion eine 
Antrum-prädominante Gastritis. In diesen Fällen verhindert die erhöhte Säureproduktion 
eine Kolonisation des Erregers im Magenkorpus, was sich im weiteren Verlauf zu einem 
Geschwür des Dünndarms entwickeln kann. Im Gegensatz dazu sind Patienten mit niedriger 
Säureproduktion prädisponiert, eine Korpus-prädominante Gastritis zu entwickeln, die 
wiederum zu Magengeschwüren, intestinaler Metaplasie, Dysplasie und in 2 % der Fälle zu 
Magenkarzinomen führen kann (Conteduca et al., 2013). Aufgrund der Erkenntnis, dass 
eine H. pylori-Infektion eine Entstehung von Magentumoren fördert, wurde das Bakterium 
1994 von der WHO als Karzinogen der Klasse 1 eingestuft (IARC, 1994). Durch eine Infektion 
mit H. pylori kann nach Jahrzehnten im Magen Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
entstehen, aus dem in weniger als 1 % der infizierten Personen ein MALT-Lymphom 
hervorgeht (Conteduca et al., 2013; Parsonnet and Isaacson, 2004). 
 Abbildung 2: Klinischer Verlauf einer 
Eine H. pylori Infektion findet normalerweise in der frühen Kindheit statt. Persistiert das Bakterium 
im Magen des Wirts, führt dies
Krankheitsverlauf ist dabei abhängig von verschiedenen
als 1 % der infizierten Personen entwickelt im Laufe der Jahrzehnte gastrale MALT
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Immunantwort handelt es sich um einen unspezifischen Prozess, der 
Immunzellen (neutrophile
entzündliche Reaktion der Magenschleimhaut
Persistenz des Keims eine chronisch aktive
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Lipoproteine, aber auch Nukleinsäuren), werden durch Rezeptoren des angeborenen 
Immunsystems, den „pattern recognition receptors“ (PRRs), erkannt (Kumar et al., 2011; 
Mogensen, 2009). Diese PRRs können zum einen in löslicher Form, zum anderen 
intrazellulär oder membrangebunden auf Immunzellen vorkommen. Zu Letzteren gehört u. 
a. die Familie der Toll-ähnlichen Rezeptoren (engl.: toll-like receptor, TLR) (Akira et al., 2006; 
Basset et al., 2003; Kumar et al., 2011; Mogensen, 2009). So erkennt z. B. TLR2 Lipoproteine 
gramnegativer Bakterien (Lien et al., 1999) und TLR4 Lipopolysaccharide (LPS) (Chow et al., 
1999). Allerdings ist Helicobacter-spezifisches LPS im Gegensatz zu LPS anderer 
gramnegativer Bakterien weniger endotoxisch und immunogen, wodurch es kaum eine 
proinflammatorische Immunantwort vermitteln kann (Muotiala et al., 1992). Zudem ist 
auch TLR5 nicht in der Lage, H. pylori-Flagellin zu erkennen (Lee et al., 2003). Anhand dieser 
Erkenntnisse wird nochmals ersichtlich, dass H. pylori zahlreiche Mechanismen entwickelt 
hat, der angeborenen Immunantwort zu entkommen. 
Neben den bereits beschriebenen Pathogenitätsfaktoren ist insbesondere das CagA Protein 
für die Induktion der angeborenen Immunantwort von großem Interesse. Nach der Bindung 
von H. pylori an die Epithelzelle kann das CagA Effektorprotein mit Hilfe seines 
Sekretionsapparats (T4SS) in die Wirtszelle injiziert werden. CagA besitzt am C-terminalen 
Ende Tyrosinphosphatreste, welche durch Tyrosinkinasen der Src-Familie erkannt und 
phosphoryliert werden. Vielfältige Signaltransduktionsprozesse können dadurch in Gang 
gesetzt werden (Blaser and Atherton, 2004). Es kommt zu einer Reorganisation des 
Zytoskeletts und zur morphologischen Veränderung der Zellen, die als sogenannter 
hummingbird-Phänotyp beschrieben wird, und eine gesteigerte Zellelongation und Motilität 
zur Folge hat (Su et al., 2003). Die Interaktion von phosphoryliertem CagA mit der 
Tyrosinphosphatase SHP-2 (engl.: Src-homology 2 domaincontaining tyrosine phosphatase) 
führt zur Aktivierung des ERK (engl.: extracellular signal-regulated kinase)/MAPK (engl.: 
mitogen-activated protein kinase)-Signalwegs und zu einer Verstärkung der Zellelongation 
(Blaser and Atherton, 2004; Higashi et al., 2004; Higashi et al., 2002). Des Weiteren führt 
unphosphoryliertes CagA zur Zerstörung der Zell-Zell Verbindung (tight junctions und 
adherens junctions), wodurch die epitheliale Barriere der Zelle aufgebrochen wird (Posselt 
et al., 2013). Ein weiteres Zielmolekül von unphosphoryliertem CagA ist das Adaptermolekül 
Grb-2 (engl.: growth factor receptor-bound protein 2), welches die Ras (engl.: rat sarcoma 
protein)/Raf (engl.: v-raf murine sarcoma viral oncogene homology)/MEK (engl.: MAPK/ERK 
kinase)/ERK-Signalkaskade aktiviert und dadurch einen erheblichen Einfluss auf die 
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Zellproliferation, Inflammation, Zellelongation und Zellmotilität nimmt (Mimuro et al., 
2002). Neben dem Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg führt CagA 
phosphphorylierungsunabhängig zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT (engl.: 
nuclear factor of activated T cells) und NF-κB (engl.: nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) sowie zur NF-κB-induzierten Sekretion proinflammatorischer 
Zytokine (Brandt et al., 2005; Hatakeyama, 2009). 
Abgesehen von CagA, welches in der Wirtszelle die Zellmorphologie und Polarität reguliert, 
sezerniert H. pylori über T4SS Fragmente von Peptidoglykanen in die Magenepithelzelle des 
Wirts. Diese spezifisch-konservierten Motive in der Zellwand gramnegativer Bakterien 
induzieren, über NOD1 (engl.: nucleotide binding and oligomerization domain 1), einen 
intrazellulären Rezeptor, die Aktivierung von NF-κB und letzten Endes die Transkription 
proinflammatorischer Gene, u. a. von IL-8 (Posselt et al., 2013; Viala et al., 2004). Die H. 
pylori-vermittelte NF-κB-Aktivierung besitzt sowohl eine anti-apoptotische Wirkung (siehe 
Kapitel 1.5.2), induziert aber auch eine inflammatorische Immunantwort (Backert and 
Konig, 2005). Die durch Epithelzellen sezernierten proinflammatorischen Zytokine und 
Chemokine, insbesondere die Sekretion von IL-8, führen zu einer lokalen polymorphen 
Immunreaktion der Mukosa. Eine Infiltration von neutrophilen Granulozyten und 
Makrophagen sowie eine starke Entzündungsreaktion sind die Folge. Diese Immunzellen 
sind wiederum selbst in der Lage entzündungsfördernde Zytokine, wie z.B. IL-1, IL-6 und 
TNF-α (Tumornekrosefaktor-α), zu bilden (Wilson and Crabtree, 2007). 
Die erworbene Immunantwort führt schließlich zur Entwicklung H. pylori-spezifischer 
Antikörper und T-Zellen. Eine entscheidende Verbindung von angeborenem und 
erworbenem Immunsystem stellen antigenpräsentierende Zellen (u. a. dendritische Zellen 
und Makrophagen) dar. Diese erkennen mit Hilfe ihrer PRRs Keime, deren Antigene 
wiederum auf MHC-II Molekülen (engl.: major histocompatibility complex II, 
Haupthistokompatibilitätskomplex) an CD4+ T-Helferzellen (Th-Zellen) präsentiert werden 
(Basset et al., 2003). H. pylori-spezifische T-Zellen zeigen einen prädominanten Th1-
Phänotyp, der vor allem durch die Produktion von IFNγ (Interferon γ), TNF-α und IL-12 
gekennzeichnet ist (D'Elios et al., 1997), nicht aber durch IL-4 (Sommer et al., 1998). Die 
Sekretion von IL-12 und IL-23, durch H. pylori NapA stimulierte Neutrophile und 
Monozyten, führt ebenfalls zu einer Th-1 Antwort (Amedei et al., 2006).  
Darüber hinaus spielt eine Gruppe von CD4+ T-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen 
(Treg-Zellen, Tregs), eine zentrale Rolle innerhalb einer bakteriellen Infektion (Belkaid et al., 
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2002; Kaparakis et al., 2006; Lundgren et al., 2005; Raghavan et al., 2003). Diese Zellen sind 
insbesondere für ihre immunsuppressive Wirkung und für die Regulation der Selbsttoleranz 
bekannt, wodurch sie in gesunden Individuen eine Entstehung von 
Autoimmunerkrankungen verhindern können (Braga et al., 2012; Mills, 2004). Die Mehrheit 
der CD4+ Tregs entsteht aus dem Thymus und ist somit natürlichen Ursprungs (nTregs). Sie 
umfassen ca. 5-10 % aller peripheren CD4+ T-Zellen. Natürliche Tregs exprimieren das 
Zelloberflächenmolekül CD25 (engl.: IL-2 receptor α chain, IL-2Rα) sowie intrazellulär den 
Transkriptionsfaktor Foxp3 (engl.: forhead box protein 3), welcher für ihre Entwicklung und 
Funktionalität verantwortlich ist (Yamaguchi et al., 2011). Neben nTregs können 
induzierbare Tregs (iTregs), als Antwort auf einen spezifischen Antigenkontakt in 
Abhängigkeit von dendritischen Zellen, in der Peripherie aus naiven CD4+ T-Zellen 
entstehen (Chen et al., 2003; Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009; Jonuleit et al., 2001; 
Liang et al., 2005; Mahnke et al., 2002; Ohkura et al., 2013; Piccirillo and Shevach, 2004). 
Natürliche Tregs unterdrücken die T-Zell-vermittelte Immunantwort durch Zellkontakt-
abhängige Mechanismen, wohingegen die zu den iTregs gehörenden Tr1 (engl.: T 
regulatory cell) und Th3-Zellen ihr suppressive Wirkung über die Sekretion anti-
inflammatorischer Zytokine, wie IL-10 und TGF-β (engl.: transforming growh factor-β) 
ausüben (Jonuleit and Schmitt, 2003; Sakaguchi, 2005; von Boehmer, 2005). Die 
Akkumulation Foxp3+ Tregs steht mit einer bakteriellen Infektion in engem Zusammenhang, 
bei der infolge der Infektion nTregs zur Expansion angeregt und naive T-Zellen zu iTregs 
umgewandelt werden (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Auch Craig et al. konnten eine 
erhöhte Anzahl Tumor-infiltrierter CD4+ T-Zellen als CD25+/Foxp3+ Tregs in Helicobacter-
induzierten MALT-Lymphomen identifizieren (Craig et al., 2010).  
Die Th1-dominierende Helicobacter-vermittelte Immunantwort löst die Proliferation und 
Aktivierung von Makrophagen und die klonale Expansion und Differenzierung von B-Zellen 
aus (Wilson and Crabtree, 2007). Aufgrund des persistierenden Keims im Magen und der 
daraus hervorgehenden chronischen Gastritis produzieren B-Zellen infolgedessen 
Helicobacter-spezifische IgM, IgA und IgG Antikörper, wobei IgM nur kurze Zeit nach der 
Infektion mit H. pylori nachweisbar ist (Nurgalieva et al., 2005). IgA sowie die IgG Antikörper 
sind sowohl im infizierten Magengewebe als auch im Serum detektierbar (Wilson and 
Crabtree, 2007) und können aufgrund von H. pylori-induzierten Autoimmunprozessen zu 
zusätzlichen Gewebeschäden führen (Ernst et al., 2006). So kann molekulares Mimikry 
zwischen H. pylori LPS und den Lewis X und Y Blutgruppenantigenen gastraler Epithelzellen, 
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welche wiederum auf gastralen H+, K+-ATPasen (engl.: adenosine triphosphatase) exprimiert 
sind, zu einer verstärkten inflammatorischen Antwort und Zellschädigung führen (Amedei 
et al., 2003; D'Elios et al., 2004; Vandenbroucke-Grauls and Appelmelk, 1998). Somit 
exprimieren gastrale MALT-Lymphome, die aus einer chronisch bakteriellen Helicobacter-
Infektion entstehen, ebenfalls autoimmunreaktive Antikörper (Faller and Kirchner, 2000), 
womit die Autoimmunität für die Pathogenese von MALT-Lymphomen wichtig zu sein 
scheint.  
 
1.2.3 MALT-Lymphom-spezifische genetische Aberrationen 
Als Antwort auf eine H. pylori-Infektion und der damit verbundenen inflammatorischen 
Reaktion infiltrieren neutrophile Granulozyten in die gastrale Mukosa, welche durch die 
Bildung von DNA-schädigenden reaktiven Sauerstoffradikalen eine maligne Transformation 
der B-Zellen begünstigen. Somit kann die Entwicklung von MALT-Lymphomen von 
verschiedenen chromosomalen Aberrationen begleitet werden. Es wurde bereits eine Reihe 
von MALT-Lymphom-spezifischen genetischen Abnormalitäten beschrieben. Dabei handelt 
es sich u. a. um verschiedene Aneuploidien, wie den Trisomien 3, 7, 12 und 18, sowie um 
Mutationen im FAS-Gen, im Tumorsuppressorgen p53 und in den Genen für zwei Cyclin-
abhängige Kinase-Inhibitoren p15 und p16 (negative Regulatoren des Zellzyklus). Des 
Weiteren wurden mehrere Translokationen, wie die t(11;18)(q21;q21), t(1;14)(p22;p32), 
t(14;18)(q32;q21) und t(3;14)(p13;q32), in MALT-Lymphomen beschrieben (Du and 
Isaacson, 2002; Du et al., 1995; Isaacson and Du, 2004; Sagaert et al., 2007). Eine Hauptrolle 
unter den bekannten genetischen Abnormalitäten spielt die Translokation 
t(11;18)(q21;q21), die mit einer Häufigkeit von bis zu 50 % in MALT-Lymphomen auftritt 
(Auer et al., 1997; Dierlamm et al., 1999). Diese Translokation führt über die Fusion der 
rearrangierten Gene API2 (11q21) (engl.: inhibitor of apoptosis) und MALT1 (18q21) (engl.: 
mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1) zur konstitutiven 
Aktivierung des NF-κB-Signalwegs (Cavalli et al., 2001; Inagaki, 2007). API2 gehört zur 
Familie der Apoptoseinhibitoren und supprimiert den natürlichen Zelltod (Apoptose) durch 
Hemmung der Kaspasen 3, 7 und 9 (Inagaki, 2007; Isaacson and Du, 2004). MALT1 hingegen 
wurde als eine kaspaseähnliche Protease „Parakaspase“ identifiziert (Uren et al., 2000) und 
spielt bei der NF-κB Aktivierung eine wesentliche Rolle (siehe Kapitel 1.5.2). Die 
Translokation t(1;14)(p22;p32) wurde im Jahr 1990 von Wotherspoon et al. zum ersten Mal 
beschrieben und ist mit einer Häufigkeit von bis zu 5
vertreten (Wotherspoon et al., 1990
t(1;14)(p22;p32) die NF
lymphoma/leukemia 10) 
Gens setzt und BCL10 dadurch in MALT
Zhang et al., 1999). BCL10 kann dann wiederum 
recruitment domain-containing protein 11
von NF-κB im Nukleus führen 
Abbildung 3: MALT-Lymphom Pathogenese
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Lymphomen. Lymphome mit der
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Die Entwicklung von gastralen MALT-Lymphomen ist ein mehrstufiger Prozess, der anfangs 
auf dem Boden einer Helicobacter-Infektion beruht und im weiteren Verlauf auf maligne 
Transformationen von Zellen zurückzuführen ist (Abbildung 3). Eine chronische H. pylori-
Infektion führt zur Ausbildung von lymphatischen Infiltraten vom MALT-Typ in der gastralen 
Mukosa. Als Folge von direkten (antigenabhängig) und indirekten (H. pylori-spezifische T-
Zellen) Stimulationen, kommt es zur klonalen Expansion primär inflammatorischer B-Zellen 
und zur Akquisition von den bereits beschriebenen genetischen Abnormalitäten (Du and 
Isaacson, 2002). Im Gegensatz zur „frühen“ MALT-Lymphom Entwicklung, dessen 
Wachstum antigenabhängig ist und durch eine Eradikationstherapie des Bakteriums geheilt 
werden kann, wachsen „späte“ MALT-Lymphome eher autonom bzw. unabhängig von 
antigenen Stimuli und sprechen weniger auf Antibiotikatherapie an (Du and Isaacson, 2002; 
Isaacson and Du, 2004). In einigen Fällen entwickeln sich aus der Transformation dieser 
MALT-Lymphome aggressive Lymphome, die als DLBCL (engl.: diffuse large B-cell 
lymphoma, diffus großzelliges B-Zell-Lymphom) beschrieben und klassifiziert werden 
(Cavalli et al., 2001; Inagaki, 2007). 
 
 
1.3 Klinik und Stadieneinteilung gastraler MALT-Lymphome 
Die klinische Einschätzung des Lymphomstadiums ist für die Therapieplanung von großer 
Bedeutung. Empfohlen wird hierbei die nach Musshoff modifizierte Ann-Arbor-
Klassifikation (Musshoff, 1977), die letztlich durch Radaszkiewicz überarbeitet und in MALT-
Lymphome im Stadium E I 1 (Lymphom auf Mukusa und Submukosa beschränkt) und E I 2 
(Infiltration über Submukosa hinaus) differenziert wurde (Tabelle 2) (Radaszkiewicz et al., 
1992).  
Da gastrale MALT-Lymphome mit einem langen ortsständigen Wachstum zu den indolenten 
Erkrankungen zählen, werden sie - trotz unspezifischer Symptomatik wie z. B. 
Magenbeschwerden, Erbrechen oder Gewichtsabnahme - durch eine Magenspiegelung in 
frühen Stadien (E I und E II) diagnostiziert. Die initiale Therapie nach Wahl bei diesen Fällen 
ist die antibiotische Keimeradikation von H. pylori, die mit sehr hohem Erfolg zur Remission 
führt (siehe Kapitel 1.2.1). Auch Patienten mit H. pylori-negativen MALT-Lymphomen oder 
Patienten im Stadium E III oder E IV können einer Eradikationstherapie unterzogen werden. 
Stellt sich keine Verbesserung des Lymphoms ein (sowohl makroskopisch als auch 
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histologisch) wird eine Strahlentherapie und/oder Chemotherapie empfohlen (Fischbach, 
2013). 
 
Tabelle 2: Ann-Arbor-Stadieneinteilung nach Musshoff und Radaszkiewicz 
Stadium Definition 
E I 1 uni- oder multilokuläres Magenlymphom ohne Lymphknotenbeteiligung, 
beschränkt auf Mukosa und Submukosa 
E I 2 uni- oder multilokuläres Magenlymphom ohne Lymphknotenbeteiligung, mit 
Infiltration der Muscularis propria, Subserosa und/oder Serosa oder eines 
benachbarten Organs 
E II 1 uni- oder multilokuläres Magenlymphom jeder Infiltrationstiefe mit Befall regionaler 
Lymphknoten 
E II 2 uni- oder multilokuläres Magenlymphom jeder Infiltrationstiefe mit Befall regionaler 
Lymphknoten und infradiaphragmatischer Lymphknoten und Infiltration in ein 
weiteres nicht-lymphatisches benachbartes Organ oder ein unterhalb des 
Zwerchfells lokalisierten Organs 
E III uni- oder multilokuläres Magenlymphom jeder Infiltrationstiefe mit 
Lymphknotenbefall oberhalb und unterhalb des Zwerchfells sowie eines weiteren 
lokalisierten Organbefalls, der oberhalb des Zwerchfells liegen kann 
E IV uni- oder multilokuläres Magenlymphom ohne oder mit Lymphknotenbeteiligung 
und diffusem oder disseminiertem Befall eines oder mehrerer extragastraler Organe 
Suffix E: extranodaler Befall 
 
 
1.4 Polymorphismen und die Lymphomentstehung 
1.4.1 Definition 
Als Polymorphismus bezeichnet man die Genvariabilität an einem Genort innerhalb einer 
Population. Kennzeichnend ist, dass das Auftreten dieser Sequenzvariation über 1 % in der 
Bevölkerung liegen muss, da ansonsten von einer Mutation gesprochen wird (Lander et al., 
2001).  
Polymorphismen lassen sich in drei Varianten einteilen. Insertionen und Deletionen 
beschreiben dabei eine Variante und sind durch den Einbau oder den Verlust von 
mindestens einem Nukleotid gekennzeichnet. Eine weitere Form ist die Multiplikation, 
welche die Verdopplung oder Vervielfachung eines Gens definiert. 
Einzelnukleotidpolymorphismen (engl.: Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) beschreiben 
die häufigste Variante, die den Austausch eines Nukleotids im Gen beschreiben (Lander et 
al., 2001). Diese können an verschiedenen Genloci auftreten, wobei ein Vorkommen in den 
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kodierenden Genabschnitten zu einem Aminosäureaustausch im Protein führen kann. Solch 
ein Austausch ist allerdings nicht immer der Fall, da einige Aminosäuren von mehreren 
Codons (Basentripletts) kodiert werden. Kommt es doch zu einem Aminosäureaustausch, 
führt dies zu einer Veränderung der Proteinstruktur, was weitreichende Folgen nach sich 
ziehen kann. Aufgrund potentiell entstehender veränderter Genprodukte, zählen 
Polymorphismen zu den genetischen Risikofaktoren, die eng mit der Krebsentstehung 
assoziiert werden (Skibola et al., 2007).  
 
1.4.2 Einfluss von Wirtsgen-Polymorphismen auf die gastrale MALT-
Lymphom Entstehung 
Wie bereits beschrieben, spielen neben der Virulenz von Helicobacter-Spezies verschiedene 
Wirtsmerkmale bei der Lymphomentstehung eine mögliche Rolle. Eine Reihe von 
Publikationen konnte zeigen, dass Wirtsgen-Polymorphismen die Sensibilität gegenüber 
einer H. pylori-Infektion beeinflussen können. So führen Polymorphismen in Genen, die für 
die Immunantwort und Entzündungsreaktion einer H. pylori-Infektion verantwortlich sind, 
zu einer gesteigerten inflammatorischen Antwort und konsekutiv zu einer Neigung zu 
gastralen MALT-Lymphomen (Cheng et al., 2006; Rollinson et al., 2003).  
TNF-α, welches zu den proinflammatorischen Zytokinen gehört, steht in engem 
Zusammenhang mit H. pylori-assoziierten gastroduodenalen Krankheiten. Es konnte gezeigt 
werden, dass Patienten mit TNF-Promoter Genpolymorphismen ein erhöhtes Risiko 
besitzen, an NHL bzw. NHL-Subtypen - wie MALT-Lymphomen - zu erkranken (Bel Hadj Jrad 
et al., 2007; Rothman et al., 2006; Wu et al., 2004). Diese genetischen Polymorphismen 
führen zu einem höheren Level an TNF-α, welches in einer verstärkten Aktivierung von NF-
κB resultiert und folglich eine anti-apoptotische Wirkung auf B-Zellen ausübt (Karin and 
Greten, 2005) (siehe Kapitel 1.5.2.). 
Auch CTLA4- (engl.: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, zytotoxisches T-Lymphozyten-
Antigen 4), IL-1- und GST T1- (engl.: Glutathione-S-transferase theta 1) Polymorphismen 
werden mit der Entstehung von MALT-Lymphomen in Verbindung gebracht (Cheng et al., 
2006; Rollinson et al., 2003). Bei einer H. pylori-induzierten Entzündungsreaktion führt u. a. 
die Entstehung von freien Radikalen zu einer irreversiblen Schädigung der 
Magenepithelzellen. GST T1 ist ein Enzym, welches den Organismus vor oxidativem Stress 
schützt und somit eine antioxidative Schutzfunktion ausübt. Deletionspolymorphismen im 
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GST T1-Gen führen zum Verlust dieses Enzyms und sind mit einem erhöhten Risiko für NHL 
assoziiert (Skibola et al., 2007). Sowohl Polymorphismen im IL-1RN- (engl.: Interleukin-1 
receptor antagonist) als auch im GST T1-Gen werden mit der Entwicklung von gastralen 
MALT-Lymphomen in Verbindung gebracht (Rollinson et al., 2003). Cheng et al. (2006) 
konnten zeigen, dass Menschen mit Polymorphismen im CTLA4-Gen eine Suszeptibilität zu 
gastralen MALT-Lymphomen aufweisen (Cheng et al., 2006). CTLA4 wird von aktivierten T-
Zellen exprimiert und ist ein negativer Regulator der T-Zell Aktivierung (McCoy and Le Gros, 
1999). Es ist bekannt, dass die Entwicklung von MALT-Lymphomen abhängig von H. pylori-
spezifischen T-Zellen ist (Hussell et al., 1996), wobei somit Polymorphismen in Genen, die 




1.5 PLCγ2 und gastrale MALT-Lymphome 
1.5.1 Funktioneller Aufbau der PLCγ-Isoenzyme 
Phosphoinositid-spezifische Phospholipasen C (PLC) sind Enzyme, die die Hydrolyse des 
Membranphospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdInsP2) katalysieren und, 
durch die Bildung der zwei second messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3) und 
Diacylglycerol (DAG), für eine Reihe von unterschiedlichen Signaltransduktionsprozessen 
verantwortlich sind. Insgesamt sind 13 humane PLC-Isoformen bekannt, die sich in sechs 
verschiedene Familien einteilen lassen: PLCβ (β1-4), PLCγ (γ1 und 2), PLCδ (δ1, δ3-4), PLCε 
(ε1), PLCζ (ζ1), PLCη (η1 und 2) (Bunney and Katan, 2011; Suh et al., 2008).  
Die Aktivierung von PLCγ-Isoenzymen erfolgt über mehrere intrazelluläre Signalprozesse, 
die durch zahlreiche Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) vermittelt werden (Hikida et al., 2003). 
Eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung aller PLC-Familien spielt die sogenannte 
„Kerndomäne“, ein konservierter Bereich, der sich beginnend am N-terminalen Ende aus 
einer PH- (engl.: pleckstrin homology) Domäne, vier EF-Hand Motiven, der katalytischen 
„TIM (Triosephosphat-Isomerase)-barrel“ Domäne und abschließend einer C-terminalen C2-
Domäne zusammensetzt (siehe Abbildung 4) (Bunney and Katan, 2011; Katan, 1998). Die 
katalytische Domäne besteht aus zwei hochkonservierten Regionen, der X- und Y-Box, 
dessen aktives Zentrum von hydrophoben Aminosäuren umgeben ist. Charakteristisch für 
die PLCγ-Isoenzyme 1 und 2 ist eine 
Hälften (X/Y-linker Region) 
(spPH) Domäne kennzeichnet, die wiederum durch zwei SH2
Domänen und einer SH3 Domäne geteilt ist. Dieser Bereich wird PLC
(engl.: PLCγ-specific array
werden als „TIM barrel“ 
(Bunney and Katan, 2011).
 
Abbildung 4: Strukturelle Domänenorganisation der PLC
Die Domänenstruktur der PLC
Domäne (blau), vier EF-Hand Motiven
sich in eine X- und Y-Domäne einteilt
katalytischen Domäne, zwischen der X
weitere spPH-Domäne (blau)
zusammengefasst werden. Dort befindet sich das aktive Zentrum der PLC
Domänen-vermittelter Aktivierung des Enzyms seine Funktion ausüben und 
signalweiterleitenden second messenger
Motiv; PH = pleckstrin homology
PLCγ-spezische-Domäne (modifiziert nach Bunney & Katan 2011 und Katan 1998)
 
 
SH2-Domänen spielen eine wesentliche Rolle bei d
interagieren mit phosphorylierten Tyrosinresten und rekrutieren 
Rezeptoren. Die PH-Domäne ist hingegen für die Bindung von Phosphatidylinositol
triphosphate (PtdInsP3) an die innere Plas
et al., 2000). Es ist bekannt, dass die 
besitzt, wodurch das aktive Zentrum innerhalb dieser Region nicht frei zugänglich 
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Infolge der SH2-Domänen-vermittelten Aktivierung kommt es zu einer 
Konformationsänderung der γ-SA Struktur, womit PtdInsP2 freien Zugang zum aktiven 
Zentrum erhält und schlussendlich in InsP3 und DAG katalysiert werden kann (Hicks et al., 
2008; Katan et al., 2003). Zusätzlich ist das aktive Zentrum innerhalb der katalytischen 
Domäne von hydrophoben Aminosäuren umgeben. Diese sogenannte hydrophobe 
Bindungsstelle (engl.: hydrophobic ridge loop 3, HRL3) im PLCG2-Gen wirkt unter normalen 
Umständen an der Membraninteraktion von PLCγ2 mit und hemmt dessen Enzymaktivität. 
Von Bedeutung ist dabei die negative Ladung der X/Y-linker Region, womit eine 
langanhaltende Interaktion mit der ebenfalls negativ-geladenen Plasmamembran 
verhindert werden kann (Ellis et al., 1998). 
Das PLCγ2-Isoenzym spielt eine überaus wichtige Rolle bei der Regulation der B-Zell-
Proliferation und -Differenzierung und wird im weiteren Verlauf näher erläutert. 
 
1.5.2 Einfluss von PLCγ2 auf die B-Zell-Entwicklung 
Ein Schlüsselmolekül für die Regulation des Immunsystems stellt die Phospholipase C 
gamma 2 (PLCγ2) dar, die durch verschiedene hämatopoetische Zellen, wie u. a. B-
Lymphozyten, Mastzellen, NK-Zellen (engl.: natural-killer cells) und Makrophagen, 
exprimiert wird (Suh et al., 2008). PLCγ2 spielt eine wichtige Rolle bei der B-Zell-Rezeptor 
(engl.: B-cell receptor, BCR)-vermittelten Signalkaskade und ist somit für das Überleben und 
die Proliferation von B-Zellen von essentieller Bedeutung (Abbildung 5). 
Der BCR setzt sich aus einem membranständigen Immunglobulin (mIg) zusammen, welches 
nicht-kovalent über zwei Disulfidbrücken-verbundene Heterodimere, CD79A (Igα) und 
CD79B (Igβ), assoziiert ist. Die zytosolischen Domänen von Igα und Igβ werden als ITAMS 
(engl.: immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, Immunrezeptor-Tyrosin-
Aktivierungssequenzen) bezeichnet und sind für die BCR-vermittelte Signalweiterleitung 
von großer Bedeutung (Packard and Cambier, 2013). Nach Antigenbindung an den BCR 
werden die zytoplasmatischen Tyrosinkinasen SYK (engl.: Spleen tyrosine kinase) und LYN 
(engl.: Lck/Yes-related novel protein tyrosine kinase) aktiviert. Mitglieder der Src-Kinase 
Familie, insbesondere LYN aber auch FYN (engl.: Proto-oncogene tyrosine-protein kinase), 
BLK (engl.: B-lymphocyte tyrosine kinase) oder LCK (engl.: lymphocyte-specific protein 
tyrosine kinase), phosphorylieren wiederum die intrazellulären ITAMS der Igα/Igβ 
Heterodimere an ihren Tyrosinresten, wodurch SYK rekrutiert und aktiviert wird. SYK ist nun 
in der Lage die Phosphorylierung des
vermitteln, welches wiederum für die BCR
Bedeutung ist und seine 
durch Bindung an ihre SH2
(Marshall et al., 2000; Nielsen and Leslie, 2005
2013). 
 
Abbildung 5: Die Rolle von PLC
Die Phospholipase C γ2 (PLC
Signalweiterleitung beteiligt. Die Antigenbindung an den BCR führt über eine Reihe von aktivierten 
Tyrosinkinasen zur Phosphorylieru
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
trisphosphat (InsP3) und Diacylglycerol
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren aktivieren. 
Signalweg von Bedeutung (verändert 
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mit der im Plasmamembran vorkommenden PtdInsP3 ein, wird phosphoryliert und führt 
letzten Endes zur Aktivierung von PLCγ2 (Marshall et al., 2000; Scharenberg et al., 2007). 
Angesichts des bereits vorliegenden BLNK-PLCγ2-BTK-Komplexes wird die PLCγ2 in die Nähe 
ihres Substrats - PtdInsP2 - gebracht, woraufhin die second messenger DAG und InsP3 
katalysiert werden können (Niiro and Clark, 2002; Scharenberg et al., 2007). InsP3 induziert 
durch Bindung an seinen Rezeptor im endoplasmatischen Retikulum (ER) die Freisetzung 
von intrazellulärem Calcium (Ca2+-Ionen), wodurch weitere Ca2+-Kanäle in der 
Plasmamembran einen extrazellulären Ca2+-Fluss in die Zelle ermöglichen (Scharenberg et 
al., 2007). Der Anstieg von Ca2+ ist für verschiedene physiologische Prozesse in der Zelle 
unerlässlich und führt über das Ca2+-abhängige Enzym Calcineurin zur Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFAT und zur Translokation in den Zellkern (Marshall et al., 2000). 
Sowohl der Ca2+-Einstrom als auch die durch DAG aktivierten PKC (engl.: protein kinase C)-
Isoformen können wiederum zur Aktivierung signalweiterleitender Kinasen der MAPK-
Familie, wie ERK, JNK (engl.: c-Jun NH2-terminal kinase) und der p38 MAPK-Kinase führen, 
welche für die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren verantwortlich sind (Niiro 
and Clark, 2002). Insbesondere die PKCβ aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-κB in B-
Zellen. Die Phosphorylierung von CARD11 durch die PKCβ führt zur Bildung eines CARD11-
MALT1-BCL10 Komplexes, der den IκB Kinase Komplex (IKK), bestehend aus zwei 
katalytischen Untereinheiten (IKKα und IKKβ) und einer regulatorischen Untereinheit (IKKγ 
oder NEMO), aktiviert. Daraufhin werden die an NF-κB gebundenen und inhibitorischen κB-
Proteine (IκB) phosphoryliert, ubiquitiniert und proteasomal abgebaut (Cavalli et al., 2001; 
Karin and Greten, 2005; Thome, 2004). Das im Zytoplasma freigesetzte NF-κB Dimer kann 
schließlich in den Nukleus translozieren und Gene aktivieren, die für die Proliferation, das 
Zellüberleben und eine akute Inflammationsreaktion verantwortlich sind (Karin and Greten, 
2005; Nielsen and Leslie, 2005).  
Anhand dieser Erkenntnisse stellt die Aktivierung der PLCγ2 einen bedeutenden 
Zwischenschritt im NF-κB-Signalweg dar (Niiro and Clark, 2002), dessen Überaktivierung in 





1.5.3 Überexpression von PLCG2 in gastralen MALT-Lymphomen 
Der BCR-Signalweg ist für die Entwicklung von B-Zellen unerlässlich. Störungen innerhalb 
der BCR-vermittelten Signaltransduktion werden daher, als Folge eines konstitutiv aberrant 
aktivierten NF-κB-Signalwegs und seiner anti-apoptotischen Wirkung auf B-Zellen (Karin, 
2009), häufig mit der B-Zell-Lymphomgenese in Verbindung gebracht (Young and Staudt, 
2013).  
Unsere Arbeitsgruppe untersuchte das Transkriptomprofil von 21 humanen Helicobacter-
induzierten gastralen MALT-Lymphomen im Vergleich zur chronischen Gastritis desselben 
Patienten mittels cDNA Microarray (Huynh et al., 2008). Neben einer Hochregulation von 
Oberflächenantigenen inflammatorischer Zellen, wie CD40, CD53, CD83 und CD86, fanden 
wir eine Reihe von Genen, die im NF-κB Signalweg eine wichtige Rolle spielen. CD79B, LYN 
und PLCG2 zeigten eine signifikante Überexpression in humanen MALT-Lymphomen (Huynh 
et al., 2008), die NF-κB signalaufwärts (up-stream) von MALT1 und BCL10 regulieren 
(Thome, 2004).  
Dass die PLCγ2 für die BCR-vermittelte Signalweiterleitung verantwortlich ist, konnte in 
anderen humanen B-Zell-Lymphomen nachgewiesen werden. Marafioti und Kollegen 
zeigten durch immunhistologische Färbungen eine starke PLCγ2-Expression in primär 
mediastinalen B-Zell-Lymphomen, DLBCLs sowie in lymphozyten-prädominanten Hodgkin-
Lymphomen (Marafioti et al., 2005). Klassische Hodgkin-Lymphome waren hingegen PLCγ2 
negativ (Marafioti et al., 2004). Ebenfalls konnte eine erhöhte Expression von PLCγ2 in 
verschiedenen Lymphom-Entitäten (MALT-Lymphom, follikulären-Lymphom, Mantelzell-
Lymphom, Burkitt-Lymphom, DLBCL) nachgewiesen werden. Insbesondere ist eine erhöhte 
PLCγ2-Expression bei Patienten mit DLBCL prognostisch günstig (Huynh et al., 2015).  
Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass PLCγ2 nicht nur in physiologischen 





Für die Erforschung Helicobacter-assoziierter Krankheitsprozesse sind Tiermodelle von 
größter Bedeutung. Nicht-humane Primaten, Katzen, Hunde, sowie eine Reihe von 
Nagetieren, wie Mäuse und Ratten, werden für die Untersuchung verschiedener 
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Krankheitsbilder herangezogen. Insbesondere Mäuse werden angesichts ihrer hohen 
Anzahl an Nachkommen und relativ niedrigen Tierhaltungskosten sehr häufig für 
Helicobacter-Infektionsversuche eingesetzt (Nedrud, 1999). Dies liegt nicht zuletzt an der 
beachtlichen Vielfalt an Inzuchtstämmen und der großen Diversität an transgenen- und 
Knockout-Mäusen, die hinsichtlich ihrer heterogenen Immunantworten, im Zusammenspiel 
mit verschiedenen Helicobacter-Spezies, eine mehr oder wenige starke 
Entzündungsreaktion zeigen (Lee et al., 1997). 
 
1.6.1 H. felis-infizierte Mausmodelle 
Helicobacter felis ist ein naher Verwandter des humanen gastrointestinalen Pathogens H. 
pylori. Es ist ein 5 bis 7,5 µm langes, helikales Bakterium mit 10-17 bipolaren Flagellen 
(Owen, 1998). Im Jahr 1988 wurde H. felis erstmals aus der Katze isoliert (Lee et al., 1988). 
Heute weiß man, dass die Hauptwirte dieser Helicobacter-Spezies neben Katzen auch 
Hunde darstellen, wobei ebenso Menschen mit dem Erreger infiziert werden können 
(Owen, 1998). 
Ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung H. pylori-assoziierter Erkrankungen des 
Menschen ist das H. felis-infizierte Mausmodell, welches der humanen Infektion mit H. 
pylori und den daraus resultierenden Krankheitsbildern ähnelt (Lee et al., 1990). Klinische 
und histopathologische Ckarakteristika humaner MALT-Lymphome können durch eine 
Helicobacter-Langzeitinfektion von BALB/c Mäusen nachgestellt werden. Dieses 
Mausmodell liefert dabei ein einzigartiges System, den kompletten Krankheitsprozess, von 
der frühen Immunantwort bis zur Entwicklung eines MALT-Lymphoms, zu untersuchen 
(Müller et al., 2003). Helicobacter-felis entwickelt somit, ähnlich wie H. pylori im Menschen, 
eine chronisch aktive Gastritis sowie gastrale MALT-Lymphome. Die Infektion verschiedener 
Mausstämme mit ein und derselben Spezies resultiert in unterschiedlichen 
Immunantworten und Helicobacter-induzierten Krankheitsbildern. So entwickeln H. felis 
infizierte SJL, C3H/He, DBA/2 und C57BL/6 Mäuse eine starke Entzündungsreaktion, 
wohingegen in infizierten BALB/c und CBA Mäusen nur eine milde Inflammationsantwort 
beobachtet werden kann (Mohammadi et al., 1996; Nedrud, 1999; Sakagami et al., 1996). 
Enno und Kollegen zeigten, dass H. felis-infizierte BALB/c Mäuse nach Langzeitinfektion, 
ähnlich den gastralen B-Zell-Lymphomen des Menschen, MALT-Lymphome entwickeln 
(Enno et al., 1995), die sich ebenso durch eine Eradikationstherapie behandeln lassen und 
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zur Regression des Lymphoms führen (Enno et al., 1998). BALB/c Mäuse zeigen im 
Gegensatz zu C57BL/6 Mäusen geringe gastrale epitheliale Schäden, bilden aber im 
Gegenzug nach einem Follow-up von 22 Monaten zu 36 % lymphoides Gewebe aus und sind 
somit prädisponiert für die Entwicklung von MALT-Lymphomen (Enno et al., 1995). Die 
Tatsache, dass sich C57BL/6 Mäuse durch eine Th1-Immunantwort ausweisen, wohingegen 
BALB/c Mäuse vordergründig zu den Th2-dominanten Mausstämmen gehören, erklärt die 
unterschiedlichen Krankheitsbilder, die allein durch ein und denselben Keim ausgelöst 
werden können (Ferrero et al., 2000). 
Der Grad der Inflammationsreaktion ist allerdings, neben den verschiedenen 
Mausstämmen bzw. Wirtsfaktoren, von der jeweiligen Helicobacter-Spezies abhängig (De 
Bock et al., 2005). Die Arbeitsgruppe um Prof. Müller in Zürich konnte zeigen, dass nicht nur 
die Infektion mit H. felis, sondern auch eine Infektion mit H. heilmanii zu gastralen MALT-
Lymphomen in BALB/c Mäusen führt (Müller et al., 2003). H. felis gehört interessanterweise 
zu derjenigen Helicobacter-Spezies, die sich durch ein Fehlen verschiedener 
Pathogenitätsfaktoren auszeichnet. Sowohl die cag-Pathogenitätsinsel, als auch das 
vakuolisierende Zytotoxin A und die Adhäsine Bab und Sab fehlen dem Keim. Im Gegensatz 
zu H. pylori, der an den Magenepithelzellen adhärieren kann, befindet sich H. felis somit frei 
im Mukus der Magendrüsen (Smet et al., 2011).  
Aufgrund der Tatsache, dass dem Bakterium mehrere wichtige Pathogenitätsfaktoren 
fehlen, spielt das H. felis-infizierte Mausmodell eine essentielle Rolle bei der Untersuchung 
verschiedener Wirtsfaktoren gastraler Erkrankungen. 
 
1.6.2 Plcg2Ali5 Mäuse 
Ein besonderes Mausmodell stellt die Mauslinie Ali5 (Abnormal limb 5) dar, die mit Hilfe 
einer ENU (N-ethyl-N-nitrosourea)-behandelten C3HeB/FeJ (C3H) Maus etabliert wurde (Yu 
et al., 2005). Ali5-Mäuse weisen genotypisch eine gain-of-function-Punktmutation auf 
Chromosom 8 in Exon 27 des Plcg2-Gens auf und zeigen Symptome einer entzündlichen 
Autoimmunerkrankung, die sich je nach genetischem Hintergrund des Mausstammes in 
spontanen Schwellungen und Entzündungen der Pfoten äußert sowie einem humanen 
systemischen Lupus Erythematodes (SLE) ähnelt. So zeigen heterozygote C3H Plcg2Ali5/+ 
Mäuse eine Arthritis der Pfoten, während bei heterozygoten B6C3 Plcg2Ali5/+ Mäusen 
(Rückkreuzung C57BL/6 x C3HeB/FeJ) weder makroskopisch noch histologisch eine 
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chronische Entzündung zu sehen ist. B6C3 Plcg2Ali5/+ Mäuse entwickeln wiederum 
Autoantikörper und eine Glomerulonephritis (Entzündung der Nierenkörperchen), 
wohingegen homozygote B6C3 Plcg2Ali5/Ali5 Mäuse zusätzlich eine Keratitis 
(Hornhautentzündung der Augen), eine Wachstumsverminderung sowie ebenfalls eine 
chronische Inflammation der Pfoten zeigen (Yu et al., 2005). 
Ursache für diese dramatischen phänotypischen Merkmale ist ein 
Einzelnukleotidpolymorphismus, also ein einzelner Austausch der Aminosäuren Asparagin 
zu Glycin an Position 993 (D993G), innerhalb der katalytischen Domäne bzw. der 
hydrophoben Bindungsstelle (HRL3) im Plcg2-Gen. Wie bereits in Kapitel 1.5.1 beschrieben, 
wirkt diese Region unter normalen Umständen an der Membraninteraktion von Plcγ2 mit 
und verhindert eine langanhaltende Enzymaktivität. Die negative Ladung der katalytischen 
Domäne bzw. der X/Y-linker Region sowie die negativ-geladene Plasmamembran hindern 
Plcγ2 an einer langanhaltenden Membraninteraktion (Ellis et al., 1998). Der einzelne 
Aminosäureaustausch im Plcg2Ali5-Gen führt dazu, dass die ursprünglich vorhandene 
negative Ladung der katalytischen Domäne aufgehoben wird. Die Konsequenz ist dabei eine 
erhöhte Membranstabilität von Plcγ2Ali5. Als Antwort einer BCR-Aktivierung kommt es zu 
einer gesteigerten Plcγ2-Aktivität und somit zu einem Anstieg an IP3 und folglich zu einem 
langanhaltenden Ca2+ Fluss in B-Zellen und einer gesteigerten B-Zell-Proliferation (Yu et al., 
2005). Ein weiteres Charakteristikum von Ali5-Mäusen ist die erhöhte Ratio von T-Zellen 
versus mature (reifen) B2-Zellen, die sich ebenfalls durch die Plcγ2 Hyperaktivität in 
stimulierten Zellen erklären lässt. Eine erhöhte Deletion von reifen B2-Zellen, aufgrund 
eines reduzierten Schwellenwerts während der Negativ-Selektion, ist die Folge. Bedingt 
durch den Anstieg von CD21hiCD23lo MZ B-Zellen (auf Kosten von CD21intCD23hi follikulären 
B-Zellen), weisen Ali5-Mäuse eine verminderte B-Zellzahl auf. Die erhöhte Anzahl MZ B-
Zellen lässt sich damit erklären, dass B1- und MZ B-Zellen weniger sensitiv auf eine Negativ-
Selektion reagieren, und es somit während der Positiv-Selektion zu einer starken 
Proliferation dieser Zellen kommt (Yu et al., 2005). 
 
 
1.7 Hypothese und Zielsetzung 
Gastrale MALT-Lymphome des Menschen entstehen auf der Basis einer H. pylori-
vermittelten jahrelangen chronischen Entzündungsreaktion. Obwohl mehr als die Hälfte der 
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Weltbevölkerung mit H. pylori infiziert ist, entwickelt nur ein sehr kleiner Teil der Menschen 
im Verlauf von Jahrzehnten ein gastrales MALT-Lymphom. Eine Eradikationstherapie des 
Keims kann in den meisten Fällen gastraler MALT-Lymphome im frühen Stadium eine 
langanhaltende Remission bewirken. 
Zum Verständnis der Entstehung von gastralen MALT-Lymphomen ist es wichtig, 
Erkenntnisse über potentielle Zielgene bzw. bestimmte Wirtsgen-Polymorphismen zu 
erlangen, die das Helicobacter-induzierte Lymphomüberleben beeinflussen. 
Eine Überexpression des PLCG2-Gens, welches für ein wichtiges proinflammatorisches 
Protein kodiert, konnte im gastralen MALT-Lymphom des Menschen nachgewiesen werden.  
In dieser Arbeit sollte anhand der Ali5-Maus, welche durch eine gain-of-function-Mutation 
im Plcg2-Gen eine gesteigerte Entzündungsreaktion sowie eine B-Zell-vermittelte 
Autoimmunität aufweist, die Rolle dieses Proteins bei der Genese des MALT-Lymphoms 
untersucht werden.  
 
Folgende Hypothese wurde aufgestellt: 
Eine gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen führt unter einer Helicobacter-Infektion zu 
einer gesteigerten Entzündungsreaktion und konsekutiv zu einer früheren und höheren 
Inzidenz von MALT-Lymphomen. 
 
Um die Hypothese zu bestätigen, sollte im Rahmen dieser Arbeit, mit Hilfe des Ali5-
Mausmodells, die Rolle von Plcγ2 in der Pathogenese von Magenlymphomen auf der Basis 
einer chronischen H. felis-induzierten Entzündung untersucht und im Detail folgende 
Fragen beantwortet werden: 
(1) Welchen Einfluss hat die Plcg2 gain-of-function-Mutation auf die MALT-Lymphom 
Entstehung? 
(2) Beeinflusst die Plcg2 gain-of-function-Mutation die Induktion proinflammatorischer 
Gene? 
(3) Welchen Einfluss hat die Plcg2 gain-of-function-Mutation auf die totale und H. felis-
spezifische Antikörperantwort? 
(4) Welche Rolle spielen B- und T-Zellen bei der Entstehung des MALT-Lymphoms in 
diesem Modell? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
α-Cyclodextrin AppliChem, Darmstadt, D 
Aceton Acros Organics, Geel, BE 
Agarose UltraPure™ Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Amphotericin B Sigma-Aldrich, Steinheim, D  
Ampicillin Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
β-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Bacto-Agar Gibco-BRL, Karlsruhe, D 
BM Blue POD Substrat (soluble TMB) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
Brain-Heart Infusion (BHI) Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, D 
Columbia Agar Base Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, D 
Dako Wasch-Puffer (10 x) Dako GmbH, Hamburg, D 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt, D 
dNTP Set, 100 mM Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Entellan® (Schnelleindeckmittel) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Eosin G-Lösung (0,5 % wässrig) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, D 
Ethidiumbromid Promega GmbH, Mannheim, D 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Fetales Kälberserum (FCS) Gibco-BRL, Karlsruhe, D 
Ficoll-Pague™ PLUS Amersham Biosciences, NJ, USA 
Formaldehyd-Lösung (3,5-3,7 %) Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, D  
Glycerol Merck KGaA, Darmstadt, D 
Hämalaunlösung (Mayers Lösung) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, D 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Karbol-Gentianaviolett-Lösung Merck KGaA, Darmstadt, D 
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Lugolsche Lösung Merck KGaA, Darmstadt, D 
Methanol Merck KGaA, Darmstadt, D 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Orange DNA Loading Dye (6 x) Fermentas, St. Leon Rot, D 
Penicillin/Streptomycin (15140-114) PAA Laboratories GmbH, Pasching, A 
Pepton Gibco-BRL, Karlsruhe, D 
Pferdeblut, defibriniert Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, D 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Salzsäure (HCl) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Schwefelsäure (H2SO4, 95-97 %) Merck KGaA, Darmstadt, D 
SOC-Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Steriles Wasser (Aqua dest) B. Braun, Melsungen, D 
Target Retrieval Solution Dako GmbH, Hamburg, D 
3-(Triethoxysilyl)-propylamin (TESAP) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Trimethoprim Sigma-Aldrich, Steinheim, D  
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Trypanblau (0,4%ig) Sigma-Aldrich, München, D 
Tween®20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D 
Wasserstoffperoxid (H2O2) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Xylol Honeywell Riedel-de-Haёn®, Seelze, D 
Yeast Extract Gibco-BRL, Karlsruhe, D 
Ziehl-Neelsen Karbolfuchsin-Lösung Merck KGaA, Darmstadt, D 
 
2.1.2 Geräte  
Anaerobentopf (Anaerocult®) Merck KGaA, Darmstadt, D 
Analysenwaage OHAUS, NJ, USA 
Autoklav (Typ 5075 ELV) Systec GmbH, Wettenberg, D 
Brutschrank Heraeus Christ, Osterode, D 
Durchlicht-Mikroskop (DMRB) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D 
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ELISA Reader 
(Sunrise™ Absorbance Reader) 
TECAN GmbH, Crailsheim, D 
Feinwaage AE50 Mettler-Toledo GmbH, Gießen, D 
Glaswaren Schott Duran GmbH, Mainz, D 
horizontale Elektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D 
Immuno™ 12 Mikrotiterplatten-Washer TECAN GmbH, Crailsheim, D 
Inkubationsschüttler Innova® 4000 NBS, Edison, NJ, USA 
LSRII Flow Cytometer BD Biosciences, Heidelberg, D  
Mastercycler® ep realplex 2 S Eppendorf AG, Hamburg, D 
Mikroliterpipetten Gilson, Middleton, WI, USA 
Mikrotom (Rotationsmikrotom HM325) Thermo Fisher Scientific, MA, USA 
Mikrotom (Schlittenmikrotom 2000R) Leica Microsystems GmbH, Nussloch, D 
Mikrozentrifuge 5417C und 5417R Eppendorf AG, Hamburg, D 
NanoDrop™ 1000 PeqLab Biotechnology, Erlangen, D 
Olympus Mikroskop (BH-2) Olympus GmbH, Hamburg, D 
Photometer (BioPhotometer) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Pipettierhilfe (accu-jet® pro) BrandTech® Scientific, CT, USA 
Schlundsonde (gebogen) Kent Scientific Corporation, CT, USA 
Sterilbank Thermo Fisher Scientific, MA, USA  
Thermocycler gradient Eppendorf AG, Hamburg, D 
Thermomixer (Heizblock) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Tischkühlzentrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, D 
Ultrazentrifuge J2-21 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D 
UV-Transilluminator PeqLab Biotechnology, Erlangen, D 
Vortex Schüttler IKA-Labortechnik, Staufen, D 
Wasserbad Unitherm, Würzburg, D 
 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
Deckelstrips Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
Deckgläser Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D 
ELISA 96-Well Mikrotiterplatten Nunc™, Roskilde, DK  
FACS-Röhrchen Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, D 
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Falcon-Röhrchen Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
GasPak™ EZ Campy Behältersystem  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
Injektionsspritzen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D; 
B. Braun AG, Melsungen, D 
MACS Separation Columns (LS) Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D 
Objektträger Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D 
PCR Reaktionsgefäße (0,2 ml) Biozym GmbH, Hess.-Oldendorf, D 
Pipettenspitzen (gestopft) Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, D 
Plattierungsspatel Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, D 
Polypropylen PCR-Platten (96 Well) Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
Pre-Separation Filter (70 µm) Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D 
Reaktionsgefäße (1,5 ml-2 ml) Eppendorf AG, Hamburg, D 
Serologische Pipetten Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, D 
Sterilfilter (Millex GP; 0,2-0,45 µm) Millipore GmbH, Schwalbach, D 
Zellkulturplatten (6/12/24/48/96 Well) Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, D 
 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
• Antibody Diluent (IHC), gebrauchsfertig (Dako GmbH, Hamburg) 
• Beschichtungspuffer (pH 8.3) (ELISA): 4,2 g NaHCO3, ad 500 ml dH2O 
• Blocking-Puffer (ELISA): 1 % BSA in PBS 
• DNA-Lyse Puffer (Genotypisierung): 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM EDTA, 100 mM 
NaCl, 0,5 % SDS 
• Erythrozyten-Lysepuffer (pH 7.5): 155 mM NH4CL, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA 
• MACS-Puffer: 0,2 M EDTA, 0,5 % BSA in PBS 
• Peroxidase-Blocking Solution (IHC), gebrauchsfertig (Dako GmbH, Hamburg) 
• Staining-Puffer (FACS): 2 % FCS in PBS 
• Stopplösung (ELISA): 2 M H2SO4 
• TAE-Puffer 1 x (pH 8.0) (Gelelektrophorese): 40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA  
• Target Retrieval Solution (IHC), gebrauchsfertig (Dako GmbH, Hamburg): Citrate 
(pH 6.0) oder Tris/EDTA (pH 9.0) 
• TES-Puffer: 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl 
• Waschpuffer (ELISA): 0,1 % Tween 20, ad 1 L 1 x PBS 
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• Wash Buffer 10 x (IHC): gebrauchsfertig (Dako GmbH, Hamburg) 
 
2.1.5 Kit-Systeme 
BBL™ DrySlide™ Oxidase Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D 
BCA™ Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, MA, USA 
BrdU Flow Kit BD Pharmingen, Heidelberg, D 
Custom RT² Profiler PCR Array Qiagen GmbH, Hilden, D 
Dako Real™ Detection System, 
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse & Dako 
REAL™ EnVision™ Detection System, 
Peroxidase/DAB+, Rabbit 
Dako GmbH, Hamburg, D 
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden, D 
GeneAmp® PCR Reagent Kit  Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Helicobacter-Urease-Test Astra Zeneca GmbH, Wedel, D 
NucleoBond® PC Kit  
(Plasmid Mini/Maxi Kit) 
Macherey-Nagel GmbH, Düren, D 
NucleoSpin FFPE DNA Kit Macherey-Nagel GmbH, Düren, D 
Omniscript® Reverse Transcription Kit Qiagen GmbH, Hilden, D 
QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit Qiagen GmbH, Hilden, D 
Regulatory T Cell Staining Kit #2 (mouse) Affymetrix - eBioscience, Inc. CA, USA 
RNeasy Protect Animal Blood Kit & Tubes Qiagen GmbH, Hilden, D 
RT² SYBR Green ROX qPCR Mastermix Qiagen GmbH, Hilden, D 
RT² First Strand Kit Qiagen GmbH, Hilden, D 
TOPO® TA Cloning® Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
VECTASTAIN® Elite ABC Kit Vector Laboratories, Inc., CA, USA 
 
2.1.6 Bakterienstämme und Vektoren 
2.1.6.1 Bakterienstämme 
• E. coli One Shot TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)  
• Helicobacter felis CS1, ATCC-Nummer: 49179 (Paster et al., 1991) (American Type 
Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, USA) 
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2.1.6.2 Vektoren 
• pCR 2.1 TA Cloning Vektor 3,9 kb (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D): LacZα-Gen, 
Ampicillin- und Kanamycinresistenz, T7-, M13 priming site 
 
2.1.7 Medien für primäre Zellen und Bakterien 
2.1.7.1 Medien der Zellkultur 
• Maus-B-Zell Medium: RPMI 1640 (500 ml), 10 % FCS (fetales Kälberserum), 1 % 
Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 0,1 % β-Mercaptoethanol 
 
2.1.7.2 Nährmedien und Agarplatten 
• LB-Medium: 10 g Pepton, 5 g Yeast Extract, 10 g NaCl, ad 1 L H2O 
• LB-Platten: +15 g Bacto-Agar (autoklaviert); + 100 µg/ml Ampicillin 
• H. felis-Platten: 4 % Columbia Agar Base (autoklaviert), 5 % defibriniertes Pferdeblut, 0,2 
% α-Cyclodextrin, 5 µg/ml Trimethoprim, 8 µg/ml Amphotericin B 
 
2.1.7.3 Einfriermedien 
• Helicobacter felis: 75 % BHI, 15 % Glycerin, 10 % FCS 
 
2.1.8 Oligonukleotide 
Die verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) bezogen. 
Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden mit dH2O auf eine Ausgangskonzentration von 
100 µM eingestellt; die Arbeitskonzentration betrug 10 µM. Die Sequenzen wurden aus der 
Literatur entnommen oder mit Hilfe des „Primer designing tools“ auf folgender 
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Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide für die RT- und quantitative PCR. 















64 84 Maus 
m.TNFRSF13C.rev TCCTGAGCTGTTGACGCCACC 
m.GAPDH.for CATGGCCTTCCGTGTTCCTA 
58 104 Maus 
m.GAPDH.rev CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 
m.IFNγ.for GAGCCAGATTATCTCTTTCTACCTC 
60 92 Maus 
m.IFNγ.rev GGTGTGATTCAATGACGCTTATG 
m.IL-1a.for TTAAATCCTCTGAGCTTGACGGCAC 
63 124 Maus 
m.IL-1a.rev GGAGAGCTTCGTGGCTGTGGA 
m.S100A8.for GGAGTTCCTTGCGATGGTGATAAAAG 
63 63 Maus 
m.S100A8.rev TACTCCTTGTGGCTGTCTTTGTGAG 
 
Tabelle 4: Verwendete Genotypisierungs-Oligonukleotide. 
Oligoname Sequenz (5`→3`) 
Tm 
[°C] 





Dr. Yu (Institut für 
Immunologie, BMFZ, 





Tabelle 5: Verwendete Sequenzier-Oligonukleotide. 







M13.rev CAGGAAACAGCTATGACC 50 - Plasmid 
T7-Promotor TAATACGACTCACTATAGGG 50 - Plasmid 
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Das verwendete Oligodesoxynukleotid (ODN) CpG-ODN 1826 5´-TCC ATG ACG TTC CTG ACG 
TT-3´ (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, D) gehört zu den Typ B spezifischen 
murinen TLR9 Liganden und wurde für die Maus-B-Zell-Stimulation verwendet. 
 
2.1.9 Antikörper und Proteine  
Alle in Tabelle 6 aufgelisteten Antikörper und rekombinanten Proteine waren Maus-
spezifisch.  
 





Biotin anti-mouse IgG Rabbit IgG 1:100 IHC 
Vector Laboratories, 
Inc., CA, USA 
Biotin anti-mouse IgG Rat IgG 1:100 IHC 
Vector Laboratories, 
Inc., CA, USA 





Rat IgG1, κ 1:200 ELISA 
BD Pharmingen, 
Heidelberg, D 
CD3 Rabbit IgG 1:500 IHC 
Thermo Fisher 
Scientific, MA, USA 
CD4 - FITC Rat IgG2a, κ 0,15 µg/Test FACS 
Affymetrix - 
eBioscience, Inc., CA, 
USA 
CD25 - PE Rat IgG1, λ 0,2 µg/Test FACS 
Affymetrix - 





















CD45R/B220 Rat IgG2a, κ 1:200 IHC 
BD Pharmingen, 
Heidelberg, D 
CD45R/B220 - PE Rat IgG2a, κ 0,25 µg FACS 
Affymetrix - 







B-Zell-         





CD73 - eFluor® 450 Rat IgG1 0,2 µg/Test FACS 
Affymetrix - 
eBioscience, Inc., CA, 
USA 
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Foxp3 Rat IgG2a, κ 1:100 IHC 
Affymetrix - 
eBioscience, Inc., CA, 
USA 
Foxp3 - APC Rat IgG2a, κ 0,5 µg/Test FACS 
Affymetrix - 
eBioscience, Inc., CA, 
USA 
IgG1 - APC Rat IgG1, κ 0,5 µg FACS 
Affymetrix - 
eBioscience, Inc., CA, 
USA 
IgM  
(µ chain specific) 





Laboratories Inc., PA, 
USA 
IL-4 E. coli 





















Purified mouse IgG1, λ 
(Isotyp Standard) 
IgG1, λ 





Purified mouse IgG2a, κ 
(Isotyp Kontrolle) 
IgG2a, κ 


















Dako REAL™  
Streptavidin-Peroxidase (HRP) 
Dako GmbH, Hamburg, D 
HincII Fermentas, St. Leon Rot, D 
Proteinase K Qiagen GmbH, Hilden, D 
Ready-Lyse™ Lysozyme Solution Epicentre Biotechnologies, WI, USA 
RNase-free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, D 
Streptavidin-Peroxidase Sigma-Aldrich, München, D 
T4 DNA-Ligase Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 
Taq Polymerase  
(AmpliTaq® DNA Polymerase) 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 
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2.1.11 Molekulargewichtsstandards 
• O’Gene Ruler™ 50 Bp, 100 Bp und 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon Rot, D) 
 
2.1.12 Computerprogramme und externe Serviceeinheiten 
Bildarchivierungs & -verwaltungssystem 
(Leica Image Manager - IM50) 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D 
Bildbearbeitungsprogramme:  
    Adobe® Photoshop® CS 8.0.1 Adobe Systems Inc., CA, USA 
    ImageJ v1.47 National Institutes of Health, MD, USA 
http://imagej.nih.gov/ij/ 
BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
DNA-Sequenzierung SeqLab - Sequence Laboratories Göttingen 
GmbH, D  
ELISA Auswärtungssoftware Magellan 3.0  TECAN GmbH, Crailsheim, D 
EndNote X5 Thomson Reuters, Carlsbad, D  
FlowJo Software Version 7.6 Tree Star, Inc., OR, USA 
GraphPad Prism®-Software Version 5.01 GraphPad Software Inc., CA, USA 
Microsoft Office 2010 Microsoft Deutschland GmbH, 
Unterschleißheim, D 
ND-1000 V3.7.1 PeqLab Biotechnology, Erlangen, D 
RT² Profiler Array Datenanalyse  






2.2.1 Kultivierung und Charakterisierung von Helicobacter felis 
Alle bakteriologischen Arbeiten wurden im Institut für medizinische Mikrobiologie und 
Krankenhaushygiene (BMFZ, Marburg) durchgeführt. 
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2.2.1.1 Anzucht, Vermehrung und Kryokonservierung 
Helicobacter felis wurde in sterilem Einfriermedium (BHI mit 10 % FCS und 15 % Glycerin) 
bei -80 °C eingefroren. Für die Anzucht wurde ein Kryoröhrchen aufgetaut und der Inhalt 
auf 2-3 Blutagarplatten (siehe Kapitel 2.1.7.2) mit einem Einmal-Plattierungsspatel verteilt. 
Die Kultivierung der Bakterien findet unter anaeroben, mikroaerophilen Bedingungen unter 
Verwendung der GasPak EZ Campy Behältersysteme (Becton Dickinson GmbH) in einem 
Inkubationsbehälter bei 37 °C statt. Die Bebrütung erfolgte in der Regel 5-6 Tage, wobei alle 
zwei Tage das GasPak EZ Campy Gasentwicklungssäckchen erneuert wurde.  
Für die Vermehrung der Bakterien wurde das komplette Koloniematerial einer dicht 
bewachsenen Blutagarplatte mit einem Tupfer unter sterilen Bedingungen geerntet und in 
1 ml BHI mit 10 % FCS resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde auf 3-5 neue 
Blutagarplatten pipettiert, mit einem Plattierungsspatel verteilt und unter den oben 
genannten Bedingungen kultiviert. Ebenso wurde für die Kryokonservierung das gesamte 
Koloniematerial einer Blutagarplatte in Einfriermedium geerntet, in Kryoröhrchen verteilt 
und bei -80 °C eingefroren. 
 
2.2.1.2 Charakterisierung 
Vor dem Ernten von Helicobacter felis wurden die Kulturen auf Reinheit und Pathogenität 
mit Hilfe von phänotypischen und biochemischen Tests überprüft.  
Von jeder Kultur wurde ein Gram-Präparat hergestellt und mikroskopisch auf gramnegative 
spiralförmige Bakterien analysiert. Ebenso wurden die Kulturen auf das Vorhandensein der 
Helicobacter spp.-spezifischen Enzyme (Katalase-, Oxidase- und Urease-Test) überprüft. Erst 
nach Charakterisierung von H. felis durften die Bakterien vermehrt, eingefroren oder für die 
Tierversuche eingesetzt werden. 
 
Katalase-Test 
Für den Katalase-Test wurde H. felis Koloniematerial mit einem sterilen Tupfer geerntet und 
auf einen Objektträger gegeben. Mit 3%iger Wasserstoffperoxidlösung wurde der Ausstrich 
überschichtet. Eine Blasenentwicklung bzw. Gasentwicklung entsteht durch Spaltung des 
Wasserstoffperoxids in Sauerstoff, aufgrund der im Bakterium enthaltenen Katalasen. 
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Oxidase-Test 
Für den Oxidase-Test wurde das kommerziell erhältliche Testsystem BBL™ DrySlide™ 
Oxidase (Becton Dickinson GmbH) verwendet. Dabei wurde etwas H. felis Koloniematerial 
unter sterilen Bedingungen mit einem Tupfer geerntet und auf die Reaktionsfläche, 
bestehend aus Filterpapier mit N,N,N',N'-Tetramethyl-p-Phenylendiamin-Dihydrchlorid 
(TMPD, Reduktionssubstrat), verteilt. In Anwesenheit molekularen Sauerstoffs sind 
Helicobacter spp. in der Lage die Oxidation von Cytochrom C zu katalysieren. Das oxidierte 
Cytochrom C wird durch TMPD reduziert und ein violetter Farbumschlag ist die Folge. 
 
Urease-Test 
Der kommerzielle Helicobacter-Urease-Test (HUT-Test, Astra Zeneca GmbH) basiert auf 
dem Prinzip der Hydrolyse von Harnstoff zu Kohlenstoffdioxid und Ammoniak, welches 
durch das in Helicobacter spp. enthaltene Enzym Urease katalysiert wird. Für den Urease-
Schnelltest wurde etwas Koloniematerial mit einem sterilen Tupfer geerntet und in einem 
kleinen Volumen PBS resuspendiert. Diese Suspension wurde anschließend in die 
Reaktionsfläche des Tests pipettiert. Ein Farbumschlag von gelb nach rosa weist auf eine 
positive Urease-Aktivität der Bakterien hin. 
 
Gram-Färbung 
Die Gram-Färbung ist eine Methode für die Differenzierung in grampositive und 
gramnegative Bakterien.  
Für die Färbung wurde Koloniematerial in einem Tropfen physiologischer NaCl-Lösung auf 
einem Objektträger resuspendiert. Nach Lufttrocknen wurde dieses kurz über einem 
Bunsenbrenner hitzefixiert und gefärbt. Das Präparat wurde für drei Minuten mit Karbol-
Gentianaviolett-Lösung und zwei Minuten mit Lugolscher Lösung überschichtet, wodurch 
alle Bakterien dunkelblau erschienen. Im nächsten Schritt folgte das Differenzieren der 
Bakterien mit 96 % Ethanol, wobei der Farbstoff in grampositiven Bakterien nicht 
herausgewaschen werden konnte. Anschließend wurde das Präparat mit H2O gespült und 1-
2 Minuten mit Ziehl-Neelsen Karbolfuchsin-Lösung (1:10 in H2O) gegengefärbt. Nach einem 
weiteren Abspülen des bakteriologischen Präparats mit H2O und anschließendem 
Luftrocknen, konnten die Bakterien unter dem Lichtmikroskop bei 1000-facher 
Vergrößerung differenziert werden. Grampositive Bakterien besitzen eine dunkelviolette 
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Abbildung 6: Gram-Färbung von Helicobacter felis. 
 
2.2.1.3 Messung der Bakteriendichte 
Vor dem Ernten der Bakterien wurden die phänotypischen und biochemischen Methoden 
zur H. felis Beurteilung bzw. Charakterisierung durchgeführt. Erst nach positivem Ergebnis 
wurde das gesamte Koloniematerial der Blutagarplatten mit einem Tupfer unter sterilen 
Bedingungen in PBS geerntet und auf Eis gestellt. Anschließend wurde die optische Dichte 
(OD) der Bakteriensuspension bei 600 nm im Photometer gemessen. 
 
2.2.2 Versuchstiere 
Die Durchführung der Tierversuche erfolgte nach Genehmigung des Regierungspräsidiums 
Gießen (Veterinärdezernat) (Aktenzeichen V54-19 c 20-15(1) MR 20/11 - Nr. 21/2009 und 
V54-19 c 20 15 h 01 MR 20/36 - Nr. 77/2012) und fand in der tierexperimentellen 
Einrichtung des Biomedizinischen Forschungszentrums Marburg im Infektionsbereich statt. 
 
2.2.2.1 Haltung, Zucht und Genotypisierung der Mäuse 
Die Wildtyp BALB/c Mäuse (BALB/c, B:Bragg, alb: albino) stammen von der Firma Harlan 
Winkelmann GmbH, 33176 Borchen. Ali5-Mäuse mit gain-of-function-Mutation im Plcg2-
Gen wurden von Herrn Dr. Yu (Institut für Immunologie, BMFZ, Marburg) zur Verfügung 
gestellt und auf den BALB/c Hintergrund zurückgekreuzt (mindestens in siebter 
Generation).  
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Es wurden ausschließlich heterozygote BALB/c Ali5 (Plcg2Ali5/+) und BALB/c WT Mäuse für 
die Infektionsversuche herangezogen (siehe Kapitel 2.2.2.3). Homozygote Ali5-Mäuse 
(Plcg2
Ali5/Ali5
) wurden aufgrund ihres schwachen Gesundheitszustandes, ihren starken 
Entzündungsreaktionen und kurzer Lebensdauer nicht verwendet.  
Alle Mäuse wurden unter standardisierten und spezifiziert pathogenfreien (SPF)-
Bedingungen in einem 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus in der tierexperimentellen 
Einrichtung des Biomedizinischen Forschungszentrums (BMFZ) der Philipps-Universität 
Marburg gehalten und erhielten Futter und Wasser ad libitum. 
Im Alter von drei Wochen wurden die Mäuse von den Elterntieren getrennt, die 
Geschwister nach Geschlecht umgesetzt und mittels Ohrlochung gekennzeichnet. Danach 
wurde für die Genotypisierung eine Schwanzbiopsie durchgeführt. 
Für die Genotypisierung der Mäuse wurden 2-4 mm Gewebe der Schwanzspitze mit 500 µl 
DNA-Lyse Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5 % SDS) und 5 µl 
Proteinase K (10 mg/ml) in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß im Thermomixer (Eppendorf AG) 
bei 56 °C und 700 rpm über Nacht verdaut. Ein Einfrieren bei -20 °C war nach der Lyse 
möglich. Die Isolierung der DNA sowie die anschließende Genotypisierungs-PCR werden in 
Kapitel 2.2.5.1.1 (Seite 51) und Kapitel 2.2.5.5.1 (Seite 54) beschrieben. 
 
2.2.2.2 Infektion der Mäuse 
Nach positiver Charakterisierung von H. felis (siehe Kapitel 2.2.1.2) wurden die Mäuse 
infiziert. Dafür musste nach Ernten der Bakterien in PBS die Bakteriendichte ermittelt und 
auf einen OD von 1 eingestellt werden. Dies entspricht 1 x 109 Bakterien pro ml. 
Die Inokulation von H. felis mittels Schlundsonde wurde je nach Mausgruppe zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeführt, betrug aber immer jeweils 200 µl bzw. 2 x 108 
Bakterien pro Maus. 
 
2.2.2.3 Versuchsablauf 
Eine Woche vor Versuchsbeginn wurden die BALB/c Plcg2Ali5/+ sowie WT Mäuse aus dem 
SPF-Bereich in den Infektionstierstall der tierexperimentellen Einrichtung des BMFZ 
Marburg transportiert und waren zu dem Zeitpunkt circa acht bis zehn Wochen alt.  
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Mausgruppe 1-3 
Drei weibliche Mausgruppen mit BALB/c Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen wurden dreimal im 
Abstand von zwei Tagen mit H. felis infiziert (Tabelle 7).  
 























16 Blut und Magen 
WT 17 
 
Nach 6, 12 und 16 Monaten wurde Blut aus der Schwanzvene für spätere 
Expressionsanalysen entnommen und die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet. Der 
Magen wurde entfernt und wie in Kapitel 2.2.2.6 & 2.2.3 beschrieben aufgearbeitet. Die 
Befundung der Mägen (Entwicklung eines gastralen MALT-Lymphoms), anhand der H&E-, 
B220- und Zytokeratin-Färbungen, erfolgte durch Herrn Prof. Dr. M. Stolte (Institut für 




Mäuse der Gruppe 4 wurden zu Versuchsbeginn nur einmal mit H. felis infiziert. Eine 
Reinfektion fand jeden dritten Monat für insgesamt ein Jahr statt (Tabelle 8). Nach einer 
Beobachtungszeit von 12 Monaten wurden die Mäuse ebenfalls durch zervikale Dislokation 
getötet, der Magen histopathologisch aufgearbeitet und befundet.  
 













 6 2 4 
12 Magen 
WT 6 3 3 
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Mausgruppe 5 
Mäuse der Gruppe 5 wurden dreimal im Abstand von zwei Tagen mit H. felis infiziert. Die 
Beobachtungszeit betrug insgesamt drei Monate (Tabelle 9). Peripheres Blut aus der 
Schwanzvene wurde entnommen und Serum, wie in Kapitel 2.2.2.4 beschrieben, 
gewonnen. Das Serum wurde für spätere Immunglobulin-ELISAs (siehe Kapitel 2.2.6.3 und 
Kapitel 2.2.6.4) bei -20 °C eingefroren. Nach zervikaler Dislokation wurden die Milzen 
entnommen, mononukleäre Zellen isoliert und für weitere Experimente (siehe Kapitel 
2.2.4.2 bis 2.2.4.6) eingesetzt. 
 














 15 8 7 
3 Blut und Milz 
WT 15 8 7 
 
 
Eine engmaschige Überwachung der infizierten Mäuse in allen fünf Gruppen wurde 
während dieser Zeit durchgeführt. Mit Hilfe eines Scoring-Systems wurden zweimal 
wöchentlich, je nach äußerem Erscheinungsbild der Tiere (u. a. Piloerektion, 
Gewichtsverlust), Punkte verteilt. Dabei sollte ab einer Punktzahl von 7 eine frühzeitige 
Euthanasierung zur Vermeidung von weiterem Leiden der Tiere durchgeführt werden. 
 
Uninfizierte Plcg2Ali5/+ und WT Mäuse dienten als Kontrolle. Die histologische Befundung 
(MALT-Lymphom Entwicklung) der Mausmägen (n = 11 pro Genotyp) erfolgte ebenfalls 
durch Herrn Prof. Stolte. Für die Expressionsanalysen wurde Blut aus uninfizierten Plcg2Ali5/+ 
und WT Mäusen entnommen (n = 4 pro Genotyp). Ein Teil der Milzen (n = 5 pro Genotyp) 
wurde in 3,5-3,7%iger Formaldehyd-Lösung fixiert, in Paraffin eingebettet (Kapitel 2.2.3.2.1) 
und für die immunhistologische CD3 und Foxp3 Färbung verwendet (Kapitel 2.2.3.4.1). 
Zugleich wurden Zellen aus Milz und mesenterialen Lymphknoten (mLN, engl.: mesenteric 
lymph nodes) isoliert und wie in Kapitel 2.2.4.5 und 2.2.4.6 beschrieben für Experimente 
eingesetzt. 
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2.2.2.4 Blutentnahme aus der Schwanzvene 
Für die venöse Blutentnahme aus der Schwanzvene wurden die Mäuse zuerst 3-5 Minuten 
mit einer Rotlichtlampe bestrahlt, um die Durchblutung zu fördern. Nach Fixierung der 
Tiere, in einer extra dafür vorgesehenen Halterung für Mäuse, wurde mit einem sterilen 
Skalpell die Vene des Tieres angeschnitten. Je nach Experiment wurde das Blut auf 
unterschiedliche Weise gesammelt. 
1. Für die RNA-Isolation aus peripherem Blut (Kapitel 2.2.5.2) wurde das dafür benötigte 
Volumen direkt in RNeasy Protect Animal Blood Tubes (Qiagen GmbH) aufgefangen, 
invertiert und anschließend bei -20 °C gelagert.  
2. Für die Gewinnung von Serum wurde das Blut in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße gesammelt 
und für 4-5 Stunden bis zur vollständigen Gerinnung bei Raumtemperatur gelagert. Nach 
einer 10minütigen Zentrifugation bei 3000 x g wurde das Serum in ein neues 1,5 ml Gefäß 




Eine bildgebende Diagnostik für die Beurteilung bzw. Entstehung von Lymphomen im 
Verlauf der Infektion mit H. felis bei Mäusen stellt eine Magnetresonanztomographie (MRT) 
dar. Die Untersuchungen fanden an einem 7 Teslar Kleintier Kernspintomographen 
(ClinScan 70/30 USR) der Firma Bruker, in Kooperation mit der Klinik für Diagnostische und 
Interventionelle Radiologie (Universitätsklinikum Gießen und Marburg GmbH, Standort 
Marburg), statt. Alle drei Monate wurde ein MRT mit Mäusen aus Gruppe 3, mit einem 
Follow-up von 16 Monaten, durchgeführt. Die Tiere wurden mittels 1-2%iger Isofluran-
Inhalationsnarkose sediert und anschließend auf eine beheizbare Untersuchungsliege, auf 
dem Bauch liegend, in den Magnetresonanztomograph gebracht. Für jedes Tier betrug die 
Untersuchungszeit circa 30-60 Minuten. Somit lag die Anästhesiezeit bei maximal 90 
Minuten.  
 
2.2.2.6 Sektion der Mäuse und Organentnahme 
Die Mäuse wurden mittels zervikaler Dislokation getötet und vor Eröffnung des 
Bauchraumes mit 70 % EtOH desinfiziert.  
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Entnahme der Milzen und mesenterialen Lymphknoten 
Direkt nach Sektion wurde jede Milz in zwei Hälften geteilt. Eine Hälfte jeder Milz wurde in 
3,5-3,7%iger Formaldehyd-Lösung fixiert, die andere Hälfte in einer sterilen Petrischale (Ø 
3,5 cm) bis zur weiteren Aufarbeitung (siehe Kapitel 2.2.4.2, Seite 48) auf Eis gelagert.  
Die mesenterialen Lymphknoten wurden mit zwei sterilen Pinzetten entnommen, in ein mit 
PBS befülltes 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und ebenfalls auf Eis gelagert. 
 
Entnahme und Präparation der Mägen 
Der Magen wurde freigelegt und der Ösophagus von der Cardia (Mageneingang) mit einer 
Schere getrennt. Dann folgte die Trennung des Magens vom Duodenum (Dünndarm) direkt 
hinter dem Pylorus (Pförtner). Der freipräparierte Magen wurde anschließend mit einem 
Skalpell entlang der großen Kurvatur in zwei gleiche Hälften geteilt und in NaCl gespült, um 
den Mageninhalt zu entfernen. Anschließend wurde eine Hälfte des Magens auf eine 
handelsübliche Korkplatte mit Stecknadeln aufgespannt und in ein mit 5 ml Formaldehyd-
Lösung befülltes 50 ml Falcon-Röhrchen, bis zur weiteren histologischen Verarbeitung, 
überführt. Die andere Hälfte wurde bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2.7 Nachweis von Helicobacter felis in den infizierten Mäusen 
Eine H. felis Besiedelung im Magen der infizierten Mäuse wurde mittels einer 16S ribosomal 
DNA (rDNA) basierten PCR Methode nachgewiesen. Mit Hilfe von 16S rDNA-Primern 
(CAR557.for und CAR636.rev, Primersequenzen siehe Seite 32) konnte diese 
hochkonservierte Region der Bakterien amplifiziert werden (De Groote et al., 2001) (siehe 
Kapitel 2.2.5.7.1). 
 
2.2.3 Histopathologische Methoden 
2.2.3.1 Beschichtung der Objektträger  
Für eine bessere Haftung der Gewebeschnitte, insbesondere für die immunhistologischen 
Färbungen, wurden die Objektträger mit TESAP (3-(Triethoxysilyl)-propylamin) beschichtet. 
Die Objektträgerbeschichtung fand im Institut für Anatomie und Zellbiologie der Philipps-
Universität Marburg statt. 
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Für das Silanisieren der Objektträger wurden diese in eine dafür vorgesehene Halterung 
platziert und wie folgt gewaschen: 
• Waschen der Objektträger für eine Stunde mit heißem Wasser und Spülmittel auf 
einem Schüttler, 
• dreimaliges Waschen mit heißem Wasser, 
• einmal Waschen mit demineralisiertem Wasser, 
• einmal Waschen mit Reinstwasser (Aqua bidest.),  
• Waschen der Objektträger für 45 Minuten mit 70%igem EtOH auf einem Schüttler, 
• Trocknen der Objektträger über Nacht in einen 60 °C heißen Umluftofen. 
 
Am zweiten Tag folgte die Beschichtung mit TESAP: 
• Beschichten der Objektträger mit 2%iger TESAP-Lösung in Aceton (200 ml Aceton mit 4 
ml TESAP) für 30 Sekunden, 
• Eintauchen der Objektträger in 200 ml Aceton für 30 Sekunden, 
• erneutes Eintauchen in 200 ml Aceton für 30 Sekunden, 
• Waschen der Objektträger in demineralisiertem Wasser und Aqua bidest (jeweils kurz), 
• Trocknen der Objektträger über Nacht bei 42 °C im Trockenschrank. 
 
2.2.3.2 Anfertigung von Gewebeschnitten 
2.2.3.2.1 Paraffineinbettung 
Nach Fixation des Gewebes in 3,5-3,7%iger Formaldehyd-Lösung wurden die Mausmägen 
und Milzen, in Kooperation mit dem Institut für Pathologie (Universitätsklinikum Gießen 
und Marburg GmbH, Standort Marburg), in Paraffin eingebettet (Einbettautomat Tissue Tek 
VIP, Sakura Finetek Germany GmbH).  
Über eine aufsteigende Alkoholreihe wird das Gewebe entwässert und mit Hilfe von Xylol 
vom Alkohol befreit (je 2 x 5 Minuten in 70 %, 96 %, 100 % EtOH und 3 x 10 Minuten Xylol). 
Die Magenhälften wurden senkrecht nach oben stehend in einer Einbettkassette mit 60 °C 
heißem Paraffin übergossen und auf einer kalten Platte ausgehärtet. Somit wurde 
ermöglicht, die komplette Magenregion, von Fundus bis Antrum, mit einem Schnitt zu 
erfassen. 
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2.2.3.2.2 Herstellung histologischer Schnitte 
Die Anfertigung der Gewebeschnitte von Milz sowie für alle H&E-Färbungen fand im Institut 
für Pathologie (Universitätsklinikum Gießen und Marburg GmbH, Standort Marburg) an 
einem Schlittenmikrotom statt. 
Stufenschnitte der Mausmägen wurden hingegen im Institut für Anatomie und Zellbiologie 
(Philipps-Universität Marburg) angefertigt. Mit dem dortigen Rotationsmikrotom (Microm 
HM325) konnten 3-4 µm dünne Stufenschnitte hergestellt werden, die mit permanentem 
Wasserstrom in ein 42 °C warmes Wasserbad (entgastes Aqua bidest) rutschten und sich 
dort streckten. Die Schnitte wurden auf die TESAP-beschichteten Objektträger aufgezogen 
und auf einer Wärmeplatte getrocknet. Um ein Ablösen der Schnitte vom Objektträger zu 
vermeiden, wurden die Schnitte für mehrere Stunden bei 60 °C inkubiert. 
Vor der histologischen und immunhistologischen Färbung mussten die Schnitte 3 x 10 min 
in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (je 2 x 5 min in 100 %, 96%, 
70 % EtOH) rehydriert und mit Aqua dest. gespült werden. 
 
2.2.3.3 Histologische Färbemethoden 
Alle aufgeführten histologischen und immunhistochemischen Färbemethoden wurden von 




Die Hämalaun-Eosin-Färbung (H&E-Färbung) wurde in einem Linear-Färbeautomat (Tissue 
Stainer COT 20) der Firma Medite durchgeführt und als Übersichtsfärbung zur Einschätzung 
von Entzündungsprozessen im Mausmagen, bzw. der Entwicklung von gastralen MALT-
Lymphomen, eingesetzt. Dafür wurden die Präparate 4 x 2 Minuten mit Mayers 
Hämalaunlösung [1:5 in Aqua dest.] gefärbt. Nach einem 2 x 2-minütigen Bläuen der 
Schnitte in Aqua dest. folgte die Gegenfärbung in einer Eosin-G-Lösung [0,5 % wässrig] für 3 
x 2 Minuten. Die Schnitte wurden anschließend in Aqua dest. gespült, in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (je 2 x 5 Minuten in 70 %, 96 %, 100 % EtOH) entwässert und 3 
x 10 Minuten in Xylol geklärt. Als Schnelleindeckmedium wurde Entellan® verwendet. 
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2.2.3.4 Immunhistologische Färbemethoden 
Zur Beurteilung einer gastralen MALT-Lymphom Entwicklung der Mäuse aus den Gruppen 
1-4 wurden die Magenpräparate mit CD45R/B220 und PanCK gefärbt. Die dafür verwendete 
Antigen-Antikörper Reaktion, zur Herstellung von immunhistologischen Präparaten, 
beruhte dabei auf der LSAB-Methode (Labeled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode). Vor der 
eigentlichen Färbung im Färbeautomaten (Autostainer Plus, Dako GmbH) mussten die 
Präparate demaskiert werden, denn formalinfixiertes und paraffineingebettetes Gewebe 
verliert seine Immunreaktivität. Antigene Bindungsstellen bzw. Epitope werden durch die 
Fixierung quervernetzt. Aufgrund dessen ist es für den Antikörper unmöglich, die 
Bindungsstellen zu erkennen. Für die Wiederherstellung der Epitope wird eine 
Antigendemaskierung bzw. ein Antigen-Retrieval durchgeführt. Die Demaskierung der 
Schnitte erfolgte, je nach gewünschter Färbung, mit unterschiedlicher Vorbehandlung unter 
Nutzung der Target Retrieval Solution (Dako GmbH) für 45 Minuten in einem Dampfkocher 
[CD45R/B220 - Target Retrieval Solution, Citrat (pH 6.0); PanCK - Target Retrieval Solution, 
Tris/EDTA (pH 9.0)]. Anschließend wurden die Schnitte kurz mit Aqua dest. gespült. Es 
folgte eine endogene Enzymblockierung der Gewebeschnitte mit der gebrauchsfertigen 
Peroxidase-Blocking-Solution (Dako GmbH) mit anschließendem Waschschritt (Wash Buffer, 
Dako). Die Primärantikörper wurden mit dem Antibody Diluent (Dako GmbH) verdünnt und 
die Schnitte 45 Minuten inkubiert [anti-CD45R/B220 1:200; anti-PanCK 1:500]. Nach 
Verwendung des Primärantikörpers, folgte eine 20-minütige Inkubation mit den 
biotinylierten Zweitantikörpern [anti-rabbit IgG 1:100; anti-rat IgG 1:100]. Anschließend 
wurde die Streptavidin Peroxidase basierte Detektion mit dem Dako REAL™ Detection 
System, Peroxidase/DAB+ Kit nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Präparate wurden 5 
Minuten mit dem Tertiärreagenz, der Streptavidin Peroxidase, inkubiert und die Reaktion 
direkt im Anschluss mit dem Chromogen Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht, welches 
eine braune Farbreaktion hervorruft. Nach jedem Schritt folgte ein Waschen der Schnitte 
mit dem gebrauchsfertigen Waschpuffer von Dako. 
Im Anschluss wurden alle immunhistologisch gefärbten Schnitte mit Mayers 
Hämalaunlösung (1:5 in Aqua dest.) für 1 Minute gegengefärbt. Die Präparate wurden mit 
Leitungswasser gebläut, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert, 3 x 10 Minuten 
mit Xylol geklärt und letzten Endes mit Entellan® eingedeckt.  
Bei jeder Färbereihe wurden zusätzlich Positiv- und Negativkontrollen mitgeführt. 
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2.2.3.4.1 Immunhistologie von CD3 und Foxp3 im Milzgewebe 
Für die CD3 und Foxp3 immunhistologischen Färbungen wurden Serienschnitte von FFPE-
Milzpräparaten uninfizierter Mäuse verwendet. Die Demaskierung der Epitope erfolgte mit 
Hilfe der Target Retrieval Solution [CD3 - Tris/EDTA (pH 9.0), Foxp3 - Citrat (pH 6.0)]. Nach 
Inkubation der Primärantikörper [anti-CD3 1:500; anti-Foxp3 1:100] wurden schließlich zwei 
unterschiedliche immunhistologische Färbemethoden angewendet. Das Dako REAL™ 
EnVision™ Detection System wurde für die CD3 Färbungen verwendet und basiert auf zwei 
aufeinanderfolgenden Schritten. Der erste Schritt besteht aus der Inkubation des 
Primärantikörpers; der zweite Schritt in einer 20-minütigen Inkubation mit dem 
gebrauchsfertigen Dako REAL™ EnVision™, einem peroxidasekonjugiertem Polymer. 
Für die Foxp3 Färbung wurde nach einer 30-minütigen Inkubation mit dem biotinyliertem 
Zweitantikörper [anti-rat IgG 1:100] die ABC-Methode (Strept-)Avidin-Biotin-Complex-
Methode) mit Hilfe des VECTASTAIN® Elite ABC Kits der Fa. Vector Laboratories nach 
Angaben des Herstellers verwendet. Die Detektion der CD3 und Foxp3 Antikörperbindung 
erfolgte wie breits in Kapitel 2.2.3.4 beschrieben. 
Die lichtmikroskopischen Analysen wurden mit einem Durchlicht-Mikroskop (Leica 
Microsystems GmbH) durchgeführt. Die totale Anzahl von Foxp3+ Tregs wurde pro Milz in 4-
6 T-Zell Arealen der weißen Pulpa in 40-facher Vergrößerung bestimmt. Mit Hilfe des 
Bildbearbeitungsprogramms ImageJ v1.47 wurde für jede Milz die Anzahl Foxp3+ Tregs pro 
1000 µm² (bezogen auf das CD3+ T-Zell Areal) quantifiziert. 
 
2.2.4 Zellbiologische Methoden 
2.2.4.1 Kultivierung von primären Zellen 
Sämtliche Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank mit laminarem Luftstrom 
durchgeführt, um Kontaminationen vorzubeugen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 
entsprechendem B-Zell Medium (siehe Kapitel 2.1.7.1) in 24 oder 48 Well-Mikrotiterplatten 
(Greiner Bio-one GmbH) bei einer Temperatur von 37 °C und einem Kohlendioxid-
Partialdruck von 5 % im Brutschrank.  
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2.2.4.2 Isolierung von primären Zellen der Milz und mesenterialen 
Lymphknoten 
Zur Gewinnung von mononukleären Zellen (mononuclear cells, MNCs) wurde die, in 
Petrischalen (Ø 3,5 cm) und auf Eis gelagerte, Milz in 3 ml PBS mit zwei Pinzetten 
zerkleinert. Die Zellsuspension wurde anschließend auf 10 ml Ficoll-Pague™ PLUS 
(Amersham Biosciences), mit einer Dichte von 1,077 g/ml, in einem 15 ml Falcon-Röhrchen 
überschichtet und ohne Bremse für 20 Minuten bei 800 x g zentrifugiert. Durch diese 
Dichtegradientenzentrifugation erfolgte die Separation der mononukleären Milzzellen. 
Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren aufgrund ihrer größeren Dichte, wohingegen 
MNCs sich in der Interphase sammeln. Die mononukleären Milzzellen wurden in ein neues 
15 ml Falcon-Röhrchen überführt, mit PBS gewaschen und bei 400 x g für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur zentrifugiert. Es folgte eine Erythrozyten-Lyse mit 5 ml Lysepuffer für 5 
Minuten bei Raumtemperatur mit einem anschließenden Waschschritt mit PBS. 
Mesenteriale Lymphknoten wurden nach dem gleichen Prinzip wie die Milz zerkleinert. Für 
die Isolation von primären Zellen wurde die Zellsuspension über Pre-Separation Filters 
(Miltenyi Biotec), mit einer Größe von 70 µm, gefiltert und anschließend mit PBS 
gewaschen. 
 
2.2.4.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellen wurden im Verhältnis 1:1 mit einer 0,4%igen Trypanblau-Lösung gemischt, um 
die Zellzahl zu ermitteln. Tote Zellen färben sich dunkelblau, da der Trypanblaufarbstoff 
ungehindert durch die defekte Zellmembran dringen kann. So kann man tote Zellen von 
lebenden Zellen unterscheiden und die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer bestimmen. 
 
2.2.4.4 Magnetische Zellaufreinigung von murinen B-Zellen 
Die Aufreinigung bzw. Anreicherung von mononukleären B-Zellen der Milz erfolgte zum 
einen unter Verwendung von CD45R (B220) oder CD43 (Ly-48) MicroBeads nach Protokoll 
der Herstellerfirma (Miltenyi Biotec). B220+ B-Zellen wurden mittels positiver Selektion 
aufgereinigt und für den in Kapitel 2.2.4.6 beschriebenen Zellproliferationsassay 
verwendet. Eine negative Selektion wurde hingegen verwendet, um CD43- B-Zellen 
anzureichern. Dabei handelt es sich überwiegend um ruhende B-Zellen, die für den LPS und 
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IL-4 induzierten Immunglobulin-Klassenwechsel (siehe Kapitel 2.2.4.5 und 2.2.6.5) 
eingesetzt wurden. 
Nach der Zellzahlbestimmung von mononukleären Milzzellen wurden diese zentrifugiert 
und in 90 µl eisgekühltem MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Alle folgenden 
Schritte werden ebenfalls mit eisgekühltem MACS-Puffer durchgeführt. Die Markierung der 
Zellen mit 10 µl paramagnetischen CD45R (B220) oder CD43 (Ly-48)-Beads pro 107 Zellen 
erfolgte für 15 Minuten bei 4 °C. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen in 500 µl 
MACS-Puffer resuspendiert und auf eine zuvor equilibrierte LS-Trennsäule, befestigt an 
einem Magnetfeld (MACS-Separator), pipettiert. Nachdem die mit paramagnetischen Beads 
markierten Zellen auf die Säule pipettiert wurden, bleiben diese in der Säulenmatrix 
hängen. Nicht markierte Zellen passierten dabei die Säule und wurden in 15 ml Falcon-
Röhrchen aufgefangen (negative Selektion). Um alle restlichen, nicht markierten Zellen zu 
entfernen, wurde die Säule dreimal mit 500 µl MACS-Puffer gewaschen. Außerhalb des 
Magnetfeldes wurde nun 5 ml MACS-Puffer auf die Säule pipettiert und mit Hilfe eines 
Stempels die nicht mehr magnetischen Zellen eluiert (positive Selektion).  
 
2.2.4.5 In vitro-Stimulation von primären B-Zellen der Milz und primären 
mesenterialen Lymphknotenzellen 
Für die Durchführung des Zellproliferationsassays (Kapitel 2.2.4.6) wurden die 
angereicherten B220+ B-Zellen in B-Zell Medium aufgenommen. 8 x 105 Zellen pro ml 
wurden für jeden Stimulationsansatz in eine 24 Well-Mikrotiterplatte ausgesät und für 48 
Stunden mit LPS (7,5 µg/ml), CpG 1826 Typ B (5 µg/ml), anti-CD40 (10 µg/ml) + IL-4 (10 
ng/ml), anti-IgM (10 µg/ml) im Brutschrank inkubiert. Parallel dazu wurde jeweils ein Ansatz 
ohne Stimulation inkubiert.  
CD43- B-Zellen (3 x 105 Zellen/ml) und primäre mesenteriale Lymphknotenzellen (1 x 106 
Zellen/ml) wurden mit LPS (20 µg/ml) sowie mit und ohne IL-4 (500 U) in einer 48 Well-
Mikrotiterplatte in B-Zell Medium inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von vier Tagen 
wurden die Zellen auf Immunglobulin-Klassenwechsel Prozesse untersucht (Kapitel 2.2.6.5). 
 
 




Für die Bestimmung des Zellwachstums wurde das kommerzielle FITC BrdU Flow Kit (BD 
Pharmingen) verwendet. BrdU (5-Bromo-2`-deoxyuridin) ist ein Analogon zu Thymidin, 
welches während der Synthesephase in die DNA eingebaut wird. Mit einem gegen BrdU 
gerichteten fluoreszenzmarkierten Antikörper ist es möglich, die neu synthetisierte DNA 
mittels Durchflusszytometrie zu detektieren. 
30 Stunden nach Stimulation der murinen B220+ B-Zellen wurde BrdU, in einer 
Konzentration von 10 µM, auf die Zellen pipettiert. Nach weiteren 18 Stunden wurden die 
Zellen in FACS-Röhrchen überführt, für 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert, in je 1 ml 
Staining Buffer (2 % FCS in PBS) gewaschen und nochmals zentrifugiert. Die Fixierung und 
Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit jeweils 100 µl BD Cytofix/Cytoperm Buffer und 
anschließender Inkubation bei Raumtemperatur für 20 Minuten. Da das Assay aus 
technischen Gründen nicht komplett durchgeführt werden konnte, wurden die Zellen nach 
einem erneuten Waschschritt in Staining Buffer, in 1 ml Einfriermedium (10 % DMSO und 
90 % FCS) resuspendiert und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Nach 
Auftauen der Proben wurden diese in 1 ml Staining Buffer gewaschen und erneut in 100 µl 
BD Cytofix/Cytoperm Buffer für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem 
Waschschritt in 1 ml 1 x BD Perm/Wash Buffer folgte eine einstündige Inkubation der Zellen 
mit je 100 µl DNase (300 µg/ml) bei 37 °C im Brutschrank. Nach einem weiteren 
Waschschritt wurden die Zellen für 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 50 µl des FITC 
gelabelten anti-BrdU Antikörpers (1:50 in 1 x BD Cytoperm/Wash Buffer) markiert, 
nochmals in 1 ml 1 x BD Cytoperm/Wash Buffer gewaschen und in 20 µl 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD, BD Bioscience) resuspendiert. Die Färbung mit 7-AAD 
ermöglicht die Bestimmung der Zellzyklusposition (G0/1-, S- und G2/M-Phase). Die Zellen 
wurden schließlich in 500 µl Staining Buffer aufgenommen und der prozentuale Anteil der 
S-Phase B-Zellen (BrdU+ Zellen) konnte mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung am 
LSRII (BD Bioscience) bestimmt werden. 
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2.2.5 Molekularbiologische Methoden 
2.2.5.1 DNA-Isolation 
2.2.5.1.1 DNA-Isolation aus Gewebe 
Für die DNA Extraktion aus dem Mausschwanz wurde das in Kapitel 2.2.2.1 hergestellte 
Lysat für 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert, der Überstand abgenommen, um 
gegebenenfalls Geweberückstände zu entfernen, und anschließend in ein neues 1,5 ml 
Eppendorfgefäß überführt. Dann folgte die DNA-Fällung mit 500 µl Isopropanol. Die DNA 
wurde schließlich unter Zentrifugation (20 Minuten, 13000 rpm) pelletiert, in 100-200 µl 
dH2O gelöst und konnte bei -20 °C bis zur Genotypisierungs-PCR gelagert werden (siehe 
Kapitel 2.2.5.5.1, Seite 54). 
 
2.2.5.1.2 DNA-Isolation aus FFPE-Gewebe 
Die DNA-Isolation aus Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten (FFPE-) Mausmägen fand 
unter Verwendung des NucleoSpin FFPE DNA Kit der Firma Macherey-Nagel GmbH (Düren) 
statt. Für die DNA Extraktion durften pro Probe maximal 15 mg Paraffin und 5 mg Gewebe 
eingesetzt werden. 
Das Lösen der FFPE-Mägen fand bei 60 °C für 3 Minuten im Thermomixer (Eppendorf AG) 
unter Zugabe von 400 µl „Paraffin-Dissolver“ und anschließendem Vortexen statt. Die 
Proben wurden auf Raumtemperatur gekühlt, mit 100 µl FL Puffer gemischt und für 1 
Minute bei 11000 x g zentrifugiert. Dadurch entstanden zwei Phasen, wobei die obere, 
organische Phase verworfen wurde. Die untere, wässrige Phase, in der sich ausschließlich 
das Gewebematerial befand, wurde mit 10 µl Proteinase K versetzt, gemischt und für 3 
Stunden bei Raumtemperatur lysiert. Um einer DNA-Quervernetzung gegenzusteuern 
(verursacht durch die im Formalin enthaltenen Chemikalien), wurde 100 µl D-Link Puffer 
(Decrosslink Buffer) zugegeben, gemischt, bei 11000 x g für 30 Sekunden zentrifugiert und 
für 30 Minuten bei 90 °C im Thermomixer erhitzt. Anschließend wurde jede Probe mit 200 
µl EtOH abs. unter Vortexen gemischt, erneut bei 11000 x g für 1 Minute zentrifugiert und 
die untere, wässrige Phase in eine NucleoSpin® FFPE DNA Säule pipettiert. Nach einem 
weiteren Zentrifugationsschritt für 30 Sekunden bei 2000 x g wurde die Silica-Membran der 
Säule zweimal mit 400 µl Puffer B5 gewaschen. Der letzte Zentrifugationsschritt diente dem 
Trocknen der Membran und fand bei 11000 x g für 2 Minuten statt. 20 µl BE Elutionspuffer 
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wurden direkt auf die Membran pipettiert und die DNA für 30 Sekunden bei 11000 x g 
eluiert. Die Lagerung fand bis zur weiteren Verwendung (siehe Kapitel 2.2.5.7, Seite 56) bei 
-20 °C statt. 
 
2.2.5.1.3 DNA-Isolation aus H. felis 
Zur DNA Extraktion aus H. felis wurde das DNeasy Blood & Tissue Kit der Firma Qiagen 
GmbH (Hilden) mit dem Protokoll für gramnegative Bakterien verwendet. Wie bereits in 
Kapitel 2.2.1 beschrieben, wurden die H. felis Bakterienkolonien in PBS geerntet und für 10 
Minuten bei 5000 x g zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 180 µl Lysepuffer und 20 
µl Proteinase K für 1 Stunde bei 56 °C im Thermomixer (Eppendorf AG) inkubiert. 
Nacheinander wurden 200 μl Puffer AL (Qiagen GmbH, Hilden) und 200 µl EtOH abs. 
zugegeben und unter Vortexen gemischt. 
Das Lysat wurde auf eine DNeasy Mini Spin Säule pipettiert und für 1 Minute bei 8000 x g 
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 500 µl AW1 und 500 µl AW2 wurde die Säule 
mit einer 3-minütigen Zentrifugation bei 8000 x g getrocknet. Zur Elution der DNA wurde 
die Säule in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt, die Silica-Membran mit 50 µl AE 
Elutionspuffer für 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert und 1 Minute bei 8000 x g 
zentrifugiert. Die DNA konnte bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 
  
2.2.5.2 RNA-Isolation aus murinem Blut 
Für die Aufreinigung totaler RNA aus peripherem Blut der Schwanzvene wurde das vom 
Hersteller geforderte Volumen in ein mit Erythrozyten-Lysepuffer befülltes RNAprotect 
Animal Blood Tube, der Firma Qiagen GmbH, getropft. Nach Mischen erfolgte die Lyse für 2 
Stunden bei Raumtemperatur. Bis zur weiteren Aufarbeitung konnten die Proben bei -20 °C 
eingefroren werden. 
Die RNA Extraktion erfolgte schließlich mit dem RNeasy® Protect Animal Blood Kit von 
Qiagen GmbH nach Herstelleranleitung. Die lysierten Proben wurden für 3 Minuten bei 
5000 x g zentrifugiert und mit 1 ml RNase freiem Wasser gewaschen. Nach erneutem 
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 240 µl RSB-Puffer resuspendiert und mit 200 µl 
RBT-Puffer und 20 µl Proteinase K für 10 Minuten bei 55 °C im Thermomixer (800 rpm) 
verdaut. Das Lysat wurde mit Hilfe eines QIAshredders (Qiagen GmbH) für 3 Minuten bei 
20000 x g homogenisiert, in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt und mit 240 µl 
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EtOH gemischt. Nach der RNA Bindung an einer RNeasy MinElute Säule (Qiagen GmbH), 
und einem anschließenden Waschschritt mit 350 µl RW1-Puffer, erfolgte der DNA-Verdau 
mit 80 µl DNase I Reaktionsmix (RNase-free DNase Set, Qiagen GmbH) für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur. Nach einer Serie von Waschschritten, mit RW1- und RPE-Puffer sowie 
80%igem EtOH, wurde die Membran in einem 5-minütigen Zentrifugationsschritt komplett 
getrocknet. Die Elution der RNA erfolgte in 25 µl Elutionspuffer (REB-Puffer, Qiagen GmbH). 
 
2.2.5.3 Bestimmung der Nukleinsäuekonzentration 
Die Konzentrationsmessung von Nukleinsäuren erfolgte mit einem Mikrovolumen 
Spektralphotometer, dem NanoDrop™ 1000 (PeqLab Biotechnology). Dafür wurden 1,5 µl 
des Leerwertes oder der unverdünnten Probe auf die Messoberfläche pipettiert. Die 
Messung erfolgte mit Hilfe eines Computers. Verwendet wurde hierbei die Software ND-
1000 V3.7.1. 
 
2.2.5.4 Reverse Transkription 
Um die Expression eines Gens auf RNA-Ebene untersuchen zu können, muss die RNA 
zunächst mittels reverser Transkription in komplementäre DNA (cDNA, complementary 
DNA) umgeschrieben werden. Verwendet wurde hierbei das Omniscript® Reverse 
Transcription Kit der Firma Qiagen, welches neben dem Enzym reverse Transkriptase, 10 x 
RT-Puffer, dNTP-Mix sowie RNase freies Wasser enthält. Random Hexamer Primer 
(Fermentas) sowie der RNase Inhibitor (Promega GmbH) müssen hinzugefügt werden. 
Zufällige Hexamer Primer (random hexamers) sind in der Lage, an vielen verschiedenen 
Bereichen der RNA zu hybridisieren und mit Hilfe der reversen Transkriptase den zu dem 
RNA-Strang komplementären cDNA-Strang zu synthetisieren. 
Umgeschrieben wurde jeweils 1 µg RNA. Das RNA Template wurde mit 2,075 µl 10 x RT-
Puffer, 2 µl dNTP Mix [5 mM jedes dNTP], 2 µl Random Hexamer Primer [10 µM], 0,25 µl 
RNase Inhibitor [40 U/µl] und 1 µl Omniscript® reverse Transkriptase zusammenpipettiert. 
Mit RNase freiem H2O wurde jeder Ansatz auf 20 µl aufgefüllt. 
Die cDNA-Synthese erfolgte bei 37 °C für 1 Stunde im Heizblock. Durch eine 5-minütige 
Inkubation der Proben bei 93 °C wurde die reverse Transkriptase hitzeinaktiviert. Im 
Anschluss wurden die cDNA direkt auf Eis gestellt. Eine Lagerung war bei -20 °C möglich. 
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2.2.5.5 Qualitative Polymerase-Kettenreaktion 
Die herkömmliche Polymerase-Kettenreaktion wurde mit dem GeneAmp® PCR Reagent Kit 
und der AmpliTaq® DNA Polymerase der Firma Applied Biosystems in einem Thermocycler 
Gradient (Eppendorf AG) durchgeführt. Hierbei werden mit Hilfe der DNA-Polymerase 
bestimmte Bereiche der cDNA amplifiziert. Diese Bereiche werden durch einen spezifischen 
„forward“-Primer und einen spezifischen „reverse“-Primer eingegrenzt. Die thermostabile 
Taq-Polymerase, aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus, bindet an das freie 3´-OH-
Ende des Primers und kann somit den jeweiligen komplementären DNA-Strang in 5´-3´-
Richtung durch Einbau von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP) neu synthetisieren.  
Verwendet wurden 1 µl cDNA, die mit 2,5 µl 10 x Puffer, 1 µl dNTP Mix [10 mM jedes 
dNTP], 1 µl forward Primer [10 µM], 1 µl reverse Primer [10 µM] und 0,2 µl Taq-Polymerase 
[5 U/µl] gemischt wurden. Mit H2O wurde jede Probe auf 25 µl aufgefüllt. 
Die Parameter bzw. das Amplifikationsprotokoll der PCR ist in Tabelle 10 dargestellt, wobei 
die Annealing-Temperatur von der Schmelztemperatur der verwendeten Primer abhängig 
ist (siehe Tabelle 3, Seite 32). Eine mehrfache Wiederholung der Zyklenzahl (Denaturierung, 
Annealing und Elongation) führt zu einer großen Menge an PCR-Produkt, welches in der 
Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.5.9) ausgewertet werden kann. 
 











Für die Genotypisierungs-PCR der Mäuse wurde die aus der Schwanzspitze isolierte 
genomische DNA (100-200 ng) verwendet. Die Ansätze der PCR wurden, wie bereits in 
Kapitel 2.2.5.5 beschrieben, pipettiert und durchliefen das in Tabelle 10 dargestellte 
Programm.  
x 40 Zyklen 
PCR-Schritt   Temperatur [°C] Inkubationszeit [min] 
Initiale Denaturierung 94 4:00 
 
Denaturierung 94 0:45           
Annealing                                              55 - 65 0:45                               
Elongation 72 1:00 
 
Terminale Elongation 72 5:30  
Kühlung 20     ∞ 
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Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 4 dargestellt. Für die Genotypisierung der 
Ali5-Mäuse wurden die Primer „m.PLCg2-SL1.for“ und „m.PLCg2-SR2.rev“ verwendet. Nach 
PCR wurden die Produkte in 1,5 ml Eppendorf-Gefäße überführt und mit 1 µl HincII, einem 
Restriktionsenzym, gemischt und für 2-3 Stunden bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Durch 
die HincII Restriktionsstelle lassen sich Rückschlüsse auf den Genotyp schließen. Somit 
weisen WT Mäuse zwei Banden (350 bp und 156 bp) und Plcg2Ali5/+ Mäuse drei Banden (506 
bp, 350 bp und 156 bp) im Agarosegel auf. 
 
2.2.5.6 Quantitative Real-Time PCR 
Bei der quantitativen PCR (qPCR) handelt es sich um eine Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion, bei der die Amplifikation der PCR-Produkte in Echtzeit gemessen werden. 
Die qPCR bietet eine Möglichkeit der Quantifizierung, die auf dem Prinzip von 
fluoreszierenden Farbstoffen beruht. Das hier verwendete SYBR Green I bindet an den 
DNA-Doppelstrang und emittiert bei einer Wellenlänge von 521 nm. Die Messung der 
Fluoreszenz findet am Ende der Extensionsphase jedes Zyklus statt, da zu diesem Zeitpunkt 
die DNA doppelsträngig vorliegt. Dadurch wird eine graphische Darstellung der 
Amplifikation ermöglicht. Im Verlauf der PCR nimmt die Menge an PCR-Produkt zu und ist 
proportional zu der gemessenen Fluoreszenz.  
Für die qPCR wurde das QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit von Qiagen verwendet. Zusätzlich 
lief zu jedem qPCR-Lauf und zu jedem zu analysierenden Gen eine Negativkontrolle (ohne 
cDNA) mit. Die Ansätze (1 µl cDNA, 12,5 µl 2 x QuantiTect SYBR Green Master Mix, 0,75 µl 
forward Primer [10 µM], 0,75 µl reverse Primer [10 µM], 10 µl RNase freies H2O) wurden in 
Dreifachbestimmung in Polypropylen PCR-Platten (Greiner Bio-one GmbH) pipettiert und 
mit den dazugehörigen Deckelstrips verschlossen. Die Durchführung der qPCR erfolgte im 
Mastercycler® ep realplex 2 S (Eppendorf AG) mit den in Tabelle 11 aufgeführten 
Konditionen. Die Annealing-Temperatur ist, wie in der qualitativen PCR, abhängig von der 
Schmelztemperatur [Tm] der verwendeten Primer.  
Da jedes PCR-Produkt seine spezifische Schmelztemperatur hat, wurde im Anschluss an die 
qPCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Dadurch ist es möglich eventuell 
vorhandene Kontaminationen oder unspezifische PCR-Produkte von spezifischen PCR-
Produkten zu unterscheiden. 
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Bei der qPCR wird die relative Quantifizierung bestimmt. Voraussetzung dafür ist die 
Normalisierung der Expression der Zielgene mit einem nicht regulierten Referenzgen 
(housekeeping gene). Durch die Normalisierung wird der Fehler der Expressionsergebnisse 
reduziert, da diese sowohl bei dem Zielgen, als auch bei dem Referenzgen auftreten. Das in 
dieser Arbeit verwendete Referenzgen war GAPDH. Für die Auswertung der qPCR ist der Ct 
(Cycle-threshold)-Wert von großer Bedeutung. Der Ct-Wert ist ein Maß für die 
Quantifizierung der Startmenge und wird zu Beginn der exponentiellen Phase der PCR-
Amplifikation gemessen. Dabei steht der Ct-Wert in Beziehung zur eingesetzten cDNA, da 
bei einem niedrigen Wert eine hohe DNA-Ausgangsmenge vorliegt und umgekehrt. 
Verschiedene Faktoren können allerdings Einfluss auf die Amplifikationseffizienzen haben. 
Darunter zählen u. a. die Primerlänge oder das Primerannealing sowie die 
Ausgangskonzentration der Templates. Aus diesem Grund wurde vor Beginn der 
eigentlichen Versuche die Amplifikationseffizienz, mit Hilfe einer Standardkurve, für jedes 
Gen bestimmt. In Zweifachbestimmung wurde eine Verdünnungsreihe einer Referenz-cDNA 
erstellt, deren Ct-Wert logarithmisch (Y-Achse) gegen die Konzentration (X-Achse) 
aufgetragen wurde. 
 
2.2.5.7 H. felis 16S rDNA basierte PCR 
2.2.5.7.1 H. felis 16S rDNA-Nachweis mittels qualitativer PCR 
Für den Nachweis einer H. felis-Infektion dient die bakterielle, ribosomale 16S DNA (16S 
rDNA). Um die Infektion der Mäuse zu bestätigen (post-mortem), wurde DNA aus Formalin-
x 40 Zyklen 
PCR-Schritt   Temperatur [°C] Inkubationszeit [min] 
 
Initiale Denaturierung 95                                    15:00 
 
Denaturierung 94                                      0:15           
Annealing                                          55 - 60                                 0:30                               
Extension 72                                      0:30 
 
Schmelzkurve 95                                      0:15 
   55 - 60                                  0:15 
 95                                      0:15 
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fixierten und Paraffin-eingebetteten Mägen isoliert (Kapitel 2.2.5.1.2, Seite 51) und die 
bakterielle 16S rDNA mittels qualitativer PCR nachgewiesen. Mit Hilfe der Primer 
„CAR557.for“ und „CAR636.rev“, die sowohl spezifisch für H. felis als auch für H. bizzozeronii 
und H. salomonis sind (De Groote et al., 2001), wurden die Proben auf Vorhandensein des 
78 bp großen bakteriellen DNA-Fragments überprüft. Die PCR wurde wie in Kapitel 2.2.5.5 
beschrieben durchgeführt.  
 
2.2.5.7.2 Einschätzung der H. felis Kolonisationsrate mittels quantitativer PCR 
Für die Beurteilung der Kolonisationsrate von H. felis im Mausmagen wurden ebenfalls die 
durch Groote et al. (2001) beschriebenen „CAR557.for“ und „CAR636.rev“ Primer 
verwendet. Die Methodik sowie die Berechnung der Kolonisationsrate wurde bereits von 
Mutters et al. beschrieben (Mutters et al., 2009). 1 x 107 Bakterien wurden in einem 
Volumen von 100 µl H2O für 10 min bei 56 °C im Heizblock hitzeinaktiviert. Für die 
Standardkurve wurden die inaktivierten Bakterien in einer 1:10 Verdünnung (102 bis 107 
Bakterien pro ml) verwendet sowie 900 ng DNA der Mausmägen, wobei jede Probe in 
Triplikaten analysiert wurde. Die qPCR wurde ausgeführt wie in Kapitel 2.2.5.6 und Tabelle 
11 beschrieben.  
 
2.2.5.8 RT² Profiler PCR Array 
Mit Hilfe eines RT² Profiler PCR Arrays (SABioscience/Qiagen GmbH) konnte die Expression 
von inflammatorischen Genen untersucht werden. Das PCR Array umfasst die Methode 
einer quantitativen Real-time PCR. Mit einem selbst konstruierten Array konnten 91 
unterschiedliche Gene auf einer 96-Well Platte gleichzeitig untersucht werden (siehe 
Anhang, Abbildung 17), wobei in jedem Well verschiedene Primer für die qPCR des zu 
untersuchenden Gens aufgebracht waren. Zusätzlich wurden drei weitere Kontrollen 
untersucht, die eine Effizienz für das Array darstellten. Die Kontrolle der genomischen DNA 
(MGDC, mouse genomic DNA control) ermittelt dabei DNA-Kontaminationen, die Kontrolle 
der reversen Transkription (RTC, reverse transcription control) testet die Effizienz der 
cDNA-Synthese und die positive PCR-Kontrolle (PPC, positive PCR control) überprüft die 
Effektivität der PCR. Zur Normalisierung der Proben wurde ebenfalls GAPDH und β-Actin auf 
die Platte aufgebracht. 
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Das für den RT² Profiler PCR Array verwendete Material bzw. RNA stammte aus dem 
peripherem Blut der Mausgruppe 1 mit einer Infektionszeit von 6 Monaten. Die cDNA-
Synthese fand mit dem RT² First Strand Kit (SABioscience/Qiagen GmbH) nach 
Herstelleranleitung statt. Der erste Schritt bestand jedoch in der Entfernung restlicher 
genomischer DNA. Dazu wurde 1 µg RNA mit 2 µl GE-Puffer gemischt und mit RNase freiem 
H2O auf 10 µl aufgefüllt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 42 °C im Heizblock 
wurden die Proben für mindestens 1 Minute auf Eis gestellt und anschließend für die cDNA-
Synthese mit jeweils 4 µl 5 x BC3-Puffer, 1 µl P2 Kontrolle, 2 µl RE3 Reverse Transkriptase 
Mix und 3 µl RNase freiem H2O gemischt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 15 
Minuten bei 42 °C wurde die Reaktion bei 95 °C für 5 Minuten gestoppt und mit 91 µl 
RNase freiem H2O gemischt. Die cDNA konnte bei -20 °C gelagert werden. 
Für den PCR Array wurde schließlich ein Mix aus 1350 µl 2 x RT² SYBR Green Mastermix, 102 
µl cDNA und 1248 µl RNase freiem H2O hergestellt und jeweils 25 µl in jedes Well der 96-
Well Platte pipettiert. Das Programm im Mastercycler® ep realplex 2 S (Eppendorf AG) lief 
mit den in Tabelle 12 aufgeführten Konditionen. Die Auswertung der Ergebnisse (Ct-Werte) 
fand mit der webbasierten Software von SABiosciences/Qiagen GmbH 
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) statt. 
 











DNA-Moleküle sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rückgrats negativ geladen und 
wandern somit im elektrischen Feld zur Anode. Die Auftrennung der DNA-Fragmente in der 
Agarosematrix erfolgt ihrer Größe nach. Die Porengröße der Matrix variiert je nach 
x 40 Zyklen 
PCR Array Schritt    Temperatur [°C]    Inkubationszeit [min] 
 
Aktivierung der Taq-Polymerase 95                                       10:00 
 
Denaturierung 95 0:15          
Annealing / Extension                        60 1:00                               
   
Schmelzkurve 95 0:15 
   55 - 60 0:15 
 95 0:15 
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eingesetzter Konzentration der Agarose, die je nach gewünschtem Auftrennungsbereich 
bestimmt wird.  
Das Agarosegel wird mit Ethidiumbromid versetzt, welches zwischen den einzelnen 
Basenpaaren des DNA-Doppelstranges interkaliert. Das Ethidiumbromid fluoresziert unter 
UV-Licht bei einer Wellenlänge von 245 nm. Somit werden die DNA-Fragmente sichtbar 
gemacht. Für eine Größenzuordnung der DNA-Fragmente wird zusätzlich ein 
Molekulargewichtsmarker aufgetragen. 
Die Agarose (Agarose Ultra Pure™, Invitrogen GmbH) wurde in 1 x TAE-Puffer durch 
Aufkochen gelöst. Nach kurzem Abkühlen wurde das Gel mit Ethidiumbromid versetzt, in 
den Gelschlitten gegossen und mit Probenkämmen versehen. Nach dem 
Auspolymerisieren, wurde der Schlitten in die horizontale Elektrophoresekammer (Bio-Rad 
Laboratories GmbH) gelegt, mit 1 x TAE-Puffer bedeckt und anschließend die Probenkämme 
entfernt. Die mit Laufpuffer (Orange DNA Loading Dye 6 x, Fermentas) versetzen Proben 
sowie der Molekulargewichtsmarker (O`Gene Ruler™ DNA Ladder, Fermentas) wurden nun 
in die Taschen des Gels pipettiert. Das Gel lief mit konstanter Spannung von 10 V/cm 
(Power Supply EV231, PeqLab Biotechnology), bis die Proben das Ende des Gels erreichten. 
Unter dem UV-Transilluminator (PeqLab Biotechnology) wurden die Gele ausgewertet und 
fotographisch festgehalten. 
 
2.2.5.10 Klonierung und Transformation 
Für die Klonierung von PCR-Produkten (aus dem RT² Profiler PCR Array) wurde das TOPO® 
TA Cloning® Kit mit dem pCR 2.1 TA Cloning Vektor (Invitrogen GmbH) nach Anweisung des 
Herstellers verwendet. Das Besondere an dem bereits vorliegenden linearisierten Vektor 
sind die einzelnen Desoxythymidin (T)-Überhänge am 3`-Ende. Die PCR-Produkte besitzen 
einen Desoxyadenosin (A)-Überhang am 3`-Ende, wodurch eine Ligation von Vektor und 
PCR-Produkt, mit Hilfe der kovalenten Bindung des Enzyms Topoisomerase I an dem Vektor, 
ermöglicht wird. Bei der Klonierung werden also DNA-Abschnitte in einen Vektor eingebaut, 
der wiederum in Wirtszellen (E. coli) eingeschleust bzw. transformiert und vermehrt wird.  
Für die Klonierung wurden verschiedene PCR-Produkte (IL-1a, IFNγ, S100A8 und 
TNFRSF13C) des RT² Profiler PCR Array verwendet. Dafür wurden 3 µl PCR-Produkt, 1 µl 10 x 
Ligations-Puffer, 2 µl pCR 2.1 TA Cloning Vektor und 1 µl T4 DNA-Ligase zusammenpipettiert 
und mit H2O auf 10 µl aufgefüllt. Inkubiert wurden die Ansätze über Nacht bei 14 °C im 
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Thermomixer (Eppendorf AG). Nach Ligation konnten die Ansätze bei -20 °C gelagert 
werden oder direkt für die Transformation in kompetente Zellen eingesetzt werden. Die 
Einschleusung fremder DNA in kompetente Zellen erfolgt durch Hitzeschock, wobei die 
Zellmembran kurzzeitig für DNA-Moleküle durchlässig wird. Die kompetenten E. coli One 
Shot TOP10 Zellen (Invitrogen GmbH) wurden auf Eis aufgetaut und mit 2 µl der 
Klonierungsreaktion gemischt. Der Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. 
Anschließend erfolgte der Hitzeschock für 30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad. Nachdem 
die Proben für 1 Minute auf Eis abgekühlt wurden, wurde 250 µl SOC-Medium zugegeben 
und die Zellen für 1 Stunde bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. 100 µl der Zellen wurden nun 
jeweils auf eine LB-Ampicillin-Platte ausplattiert und bei 37 °C über Nacht in einem 
Inkubationsschüttler (Innova® 4000 NBS, Edison) inkubiert. Der pCR 2.1 TA Cloning Vektor 
besitzt eine Kanamycin- und Ampicillin-Resistenz, womit nur bei erfolgreicher 
Transformation eine Koloniebildung, auf den mit Antibiotika versetzen Platten, 
gewährleistet wird. 
 
2.2.5.11 Plasmidpräparation und Sequenzierung 
Das Animpfen von Flüssigkulturen erfolgte durch Überführen einzelner auf der Agarplatte 
gewachsener Kolonien in ein mit 3 ml LB-Medium befülltes 15 ml Falcon-Röhrchen unter 
Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze. Die Ansätze wurden 
über Nacht bei 37 °C und 200 rpm im Inkubationsschüttler inkubiert. 
Die Plasmidpräparation beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse und wurde mit dem 
NucleoBond® PC Plasmid Mini Kit (Macherey-Nagel GmbH) nach Anweisung des Herstellers 
durchgeführt. Nach Zentrifugation der Ansätze für 15 Minuten bei 6000 x g und 4 °C wurde 
das Zellpellet in 400 µl S1-Puffer (versetzt mit RNase) resuspendiert und anschließend mit 
400 µl Lysepuffer S2 (200 mM NaOH und 1 % SDS) versetzt, vorsichtig gemischt und für 3 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. SDS hat die Funktion, die Zellmembran zu 
schädigen, indem es den Phospholipid- und Proteinanteil aus der Membran herauslöst und 
dadurch die Freisetzung des Zellinhaltes ermöglicht. Das NaOH wiederum führt zur 
Denaturierung von Proteinen, chromosomaler- und Plasmid-DNA. 
Nach Zugabe von 400 µl Neutralisierungspuffer (S3) und sofortigem Mischen fielen 
genomische DNA, Zelltrümmer, SDS und Proteine aus, wohingegen die Plasmid-DNA zurück 
in ihre Ausgangsform gebracht wurde bzw. renaturierte. Nach einer 5-minütigen Inkubation 
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auf Eis wurde das Lysat durch Zentrifugation (10 Minuten, 12000 x g, 4 °C) geklärt und 
anschließend auf eine bereits mit Puffer N2 equilibrierte NucleoBond® AX20 Mini Säule 
pipettiert. Dabei handelt es sich um eine Anionenaustauschsäule, welche die Plasmid-DNA, 
aufgrund ihrer negativen Ladung, binden kann. Degradierte RNA, SDS-Präzipitate und 
Proteine passieren die Säule. Nach zweimaligem Waschschritt, mit jeweils 2 ml N3-Puffer, 
wurde die DNA in Puffer N5 eluiert. Durch Zugabe von 750 µl Isopropanol erfolgte die 
Fällung der DNA. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 15000 x g für 30 Minuten und 4 °C 
wurde das DNA-Pellet mit 70%igem EtOH gewaschen, erneut zentrifugiert und für 10 
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, bevor es in 30 µl dH2O aufgenommen wurde. 
Nach einer Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop™ 1000 (PeqLab), wurde die DNA 
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
Die Sequenzierung der DNA-Proben wurde durch die Firma SeqLab (Göttingen) unter 
Verwendung der Sequenzier-Primer T7-Promotor und M13 reverse durchgeführt. Die 
Auswertung der Sequenzen wurde mit dem Internetprogramm BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) vollzogen. 
 
2.2.6 Proteinbiochemische und immunologische Methoden 
2.2.6.1 Proteinisolation aus Helicobacter felis 
Für den Helicobacter-spezifischen ELISA (siehe Kapitel 2.2.6.4, Seite 63) wurden 
Proteinlysate aus H. felis mit der Ready-Lyse Lysozyme Solution (Epicentre Biotechnologies) 
hergestellt. Dafür wurden die Bakterien, wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, mit einem 
Tupfer in PBS geerntet und auf einen OD-Wert von 1,0 eingestellt. Nach Zentrifugation bei 
3000 x g für 10 Minuten wurde das Pellet in 25 µl TES-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe 
von 1 µl Ready-Lyse-Lysozyme Solution, und einer 60-minütigen Inkubation bei 
Raumtemperatur, konnten die Zellwände der Bakterien aufgeschlossen werden. Nach 
einem weiteren Zentrifugationsschritt von 20000 x g für 10 Minuten bei 4 °C wurden die 
Überstände gepoolt in ein frisches Eppendorf-Gefäß überführt und konnten nach 
Bestimmung der Proteinkonzentration bei -80 °C gelagert werden. 
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2.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das kommerziell erhältliche BCA 
(Bicinchoninsäure) Protein Assay Kit der Firma Thermo Fisher Scientific verwendet.  
Das BCA Assay beruht auf dem Prinzip der Kupferreduktion von Cu2+ zu Cu1+ durch Bindung 
von Proteinen in einem basischen Milieu. In der sogenannten Biuret-Reaktion bildet sich ein 
Chelatkomplex aus mehreren Aminosäureresten der Peptide und Kupfer, der sich in einer 
hellblauen Farbe bemerkbar macht. Das freigesetzte Kupferkation (Cu1+) reagiert nun mit 
zwei BCA Molekülen zu einem weiteren Chelatkomplex, wobei eine intensive violette Farbe 
entsteht, die proportional zu der in der Probe befindlichen Proteinkonzentration ist. 
Dazu wurde zunächst, in einer transparenten 96-Well Mikrotiterplatte, 25 µl der zu 
vermessenden Proben (Verdünnung 1:10 in Aqua dest.) sowie Rinderserumalbumin-
Standards (2000 µg/ml bis 25 µg/ml BSA in Aqua dest.) und die Negativkontrolle in 
Doppelansätzen vorgelegt. Anschließend wurden 200 µl BCA Working Reagent A+B (50:1, 
Reagent A:B) in die Wells pipettiert und für 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 
Die Messung der Absorption erfolgte bei 540 nm am ELISA Reader (Sunrise™ Absorbance 
Reader, TECAN Group Ltd., Männedorf). Mit Hilfe der erstellten BSA Eichgerade konnte die 
Konzentration der Proteinmenge in der Probe ermittelt werden. 
 
2.2.6.3 Immunglobulin-ELISA 
Mit Hilfe eines ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) können Proteine, Hormone 
oder Toxine in einer Probe nachgewiesen und deren Konzentration bestimmt werden. Bei 
dieser Methode binden spezifische Antikörper an das nachzuweisende Antigen. Diese 
Antikörper sind mit einem Enzym markiert, das eine Farbreaktion katalysiert, die 
proportional zu der in der Probe enthaltenen Konzentration ist.  
Die kompletten Experimente und Auswertungen wurden im Institut für 
Laboratoriumsmedizin, Pathobiochemie und Molekulare Diagnostik (BMFZ, Marburg) 
durchgeführt. Die verwendeten Serumproben stammten von Mausgruppe 5. 12 Wochen 
nach H. felis-Infektion wurde peripheres Blut aus der Schwanzvene entnommen und Serum 
isoliert.  
Für die Bestimmung der Gesamt-IgG1- und IgG2a-Konzentration im Serum der Mäuse 
wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatten (Nunc) 50 µl verdünnter Primärantikörper pro 
Well bei 4 °C über Nacht inkubiert [IgG1 (BD Pharmingen): 8 µg/ml in 0,1 M NaHCO3; IgG2a 
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(BD Pharmingen): 8 µg/ml in 0,1 M NaHCO3]. Die Platten wurden viermal mit Waschpuffer 
[0,1 % Tween 20 in PBS], mit Hilfe eines 96-Well Mikrotiter Waschgeräts, gewaschen und, 
um unspezifische Bindungen zu blockieren, mit 100 µl Blocking-Puffer [1 % BSA in PBS] für 
2-4 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler (IKA-Schüttler MTS4, IKA®-
Labortechnik) inkubiert. Nach erneutem viermaligen Waschen wurde die Standardreihe in 
einer 1:2 Verdünnung angesetzt [höchste Standardkonzentration: IgG1 (BD Pharmingen) 
200 ng/ml, IgG2a (BD Pharmingen) 300 ng/ml]. 
Die Verdünnung der Serumproben erfolgte mit Waschpuffer [IgG1: 1:5000; IgG2a: 1:2000] 
und wurden in Doppelbestimmung zu je 50 µl pro Well aufgetragen. Für die 
Leerwertbestimmung wurde ebenfalls Waschpuffer verwendet. Nach Inkubation über 
Nacht bei 4 °C wurden die Platten mit Waschpuffer gewaschen und mit biotinyliertem 
Zweitantikörper [Biotin rat anti-mouse IgG1, IgG2a (BD Pharmingen) jeweils 1:200 in 
Waschpuffer] zu je 50 µl pro Well, für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler 
inkubiert. Nach erneutem viermaligen Waschschritt folgte eine 30-minütige Inkubation mit 
50 µl pro Well einer 1:1000 in Waschpuffer verdünnten Streptavidin-Peroxidase (Sigma-
Aldrich) in abgedunkelter Umgebung. Nachdem die Platten achtmal gewaschen wurden, 
wurde 100 µl Peroxidase-Substratlösung (BM Blue POD Substrate, Roche) aufgetragen und 
im Dunkeln inkubiert. Sobald das Substrat 3,3´-,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB) der BM 
Blue POD Substratlösung (Roche) mit je 100 µl pro Well pipettiert wurde, beginnt die 
Streptavidin-Peroxidase das TMB zu oxidieren. Eine Blaufärbung verweist hierbei auf die 
Reaktion. Erst bei einer deutlich sichtbaren Abstufung der entstandenen Blaufärbung 
wurde die Reaktion mit 50 µl 2 M H2SO4 gestoppt, wodurch es zu einem Farbumschlag von 
blau zu gelb kam. Die Messung der Absorption erfolgte bei 450 nm mit dem ELISA-Reader 
Sunrise (TECAN GmbH); die Auswertung der Daten mit der ELISA-Software Magellan 3.0 
(TECAN GmbH). 
 
2.2.6.4 H. felis-spezifischer Immunglobulin-ELISA 
Um einen H. felis-spezifischen ELISA durchführen zu können, wurde im ersten Schritt, wie in 
Kapitel 2.2.6.1 beschrieben, Proteine aus dem Bakterium isoliert. Für die Beschichtung der 
96-Well Mikrotiterplatten wurden 50 µl Proteinlysat pro Well [10 µg/ml in NaHCO3] bei 4 °C 
über Nacht inkubiert. Es folgte ein viermaliger Waschschritt (s.o.), gefolgt von dem Blocken 
der Platte mit 100 µl Blocking-Puffer für 2-4 Stunden. Nach einem erneuten Waschschritt 
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wurde im Anschluss die Standardkurve (Serumpool) sowie die Serumproben in 
Doppelbestimmung zu je 50 µl pro Well aufgetragen. Die Verdünnung der Serumproben 
erfolgte mit Waschpuffer [IgG1: 1:100; IgG2a: 1:10]. Als Standardreihe diente Serum aller in 
Gruppe 5 verwendeten infizierten Mäuse (Serumpool). Die Standardkurve wurde ebenfalls 
mit Waschpuffer verdünnt und betrug für IgG1 als auch für IgG2a: 1:8 - 1:2.621.440 in einer 
1:4 Verdünnung. Für die Leerwertbestimmung wurde Waschpuffer verwendet. Nach 
Inkubation über Nacht bei 4 °C wurden die Platten mit Waschpuffer gewaschen und mit 
biotinyliertem Zweitantikörper [Biotin rat anti-mouse IgG1 und IgG2a (BD Pharmingen) 
jeweils 1:200 in Waschpuffer] zu je 50 µl pro Well für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf 
einem Schüttler inkubiert. Nach einem viermaligen Waschschritt erfolgte die weitere 
Durchführung des ELISAs (vgl. Kapitel 2.2.6.3). Die Bestimmung der H. felis-spezifischen 
Immunglobulin Konzentration erfolgte anhand des Serumpools und wurde in Labor 
Units/ml [LU/ml] angegeben. Dabei wurde der erste Standard willkürlich auf 10 LU/ml 
gesetzt. 
 
2.2.6.5 Durchflusszytometrie (FACS) 
Die Durchflusszytometrie oder auch FACS (engl.: fluorescence activated cell sorting)-Analyse 
ist eine Methode, bei der Zelloberflächenmoleküle sowie intrazelluläre Proteine bestimmt 
werden können. Durch die Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen, die durch eine 
Antigen-Antikörper-Reaktion an die Oberflächenmarker der Zellen binden, können die 
verschiedenen Zellpopulationen detektiert werden. Die mit fluoreszierenden Antikörpern 
markierten Zellen befinden sich in Suspension und werden durch ihre Streulicht- und 
Fluoreszenzeigenschaften mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Die Zellsuspension 
wird durch eine Kapillare in den Messbereich gesaugt. Dort wird jede Zelle einzeln durch 
einen einfallenden Laserstrahl angeregt. Durch unterschiedliche Streuung des Lichts, 
aufgrund verschiedener Zelleigenschaften (Strukturen der Zellmembran, intrazelluläre 
Bestandteile), können die Zellen nach ihrer Größe (Vorwärtsstreulicht, engl.: forward 
scatter = FSC) und ihrer Granularität (Seitwärtsstreulicht, engl.: side scatter = SSC) mit Hilfe 
von geeigneten Detektoren nachgewiesen werden. Zusätzlich zu der Streuung wird das 
emittierte Fluoreszenzlicht der Antikörper-gekoppelten Fluorophore detektiert.  
Die Antikörperfärbung für den LPS und IL-4 induzierten Klassenwechsel von B-Zellen zu IgG1 
(IgG1 - APC und CD45R/B220 - PE) erfolgte für 30 Minuten bei 4 °C im Kühlschrank. Alle 
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Antikörper wurden in Staining-Puffer (2 % FCS in PBS) unter denen in Kapitel 2.1.9, Tabelle 
6, angegebenen Verdünnungen eingesetzt. Vor der Analyse am LSRII (BD Biosciences) 
wurden die Zellen ein weiteres Mal gewaschen und in 300 µl PBS resuspendiert. Zellen 
ohne Antikörperfärbung waren die dazugehörige Negativkontrolle. 
Um die prozentuale Verteilung von Tregs in Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen zu bestimmen, 
wurden primäre mononukleäre Zellen der Milz von uninfizierten Mäusen (n = 4 pro 
Genotyp) mit dem Regulatory T cell Staining Kit #2 (CD4 - FITC, CD25 - PE, Foxp3 - APC) nach 
Herstelleranleitung gefärbt. Für die Bestimmung von CD73+ Tregs wurde zusätzlich zum 
Regulatory T cell Staining Kit #2 ein eFluor450-konjugierter CD73 Antikörper (Affymetrix – 
eBioscience) nach Herstellerprotokoll verwendet. Als Negativkontrolle wurden auch hier 
Zellen ohne Antikörper behandelt. 
Alle FACS-Messungen dieser Arbeit wurden am LSRII (BD Biosciences) verrichtet. Die 
Auswertungen erfolgten mit der FlowJo Software Version 7.6 (Tree Star, Inc.). 
 
2.2.7 Statistische Analysen 
Die statistischen Analysen und Graphen wurden mit der GraphPad Prism®-Software Version 
5.01 (GraphPad Software Inc.) durchgeführt und die Signifikanz mit Hilfe des t-Tests für 
ungepaarte Stichproben oder mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests ermittelt. Die Ergebnisse 
sind als Mittelwert (MW) ± Standardfehler (SEM, standard error of the mean) angegeben. 
Die Ergebnisse des RT² Profiler PCR Arrays wurden mit der webbasierten Software von 
SABiosciences/Qiagen GmbH (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/ 
pcr/arrayanalysis.php) mit Hilfe eines t-Tests berechnet. Zugleich wurde mit der „Genomics 
Unit“ des Instituts für Molekularbiologie und Tumorforschung (IMT, Marburg) sowie dem 
LOEWE (Landes-Offensive zur Entwicklung Wissenschaftlich-ökonomischer Exzellenz)-
Schwerpunkt „Tumor und Entzündung“, in Kooperation mit Herrn Dipl.-Biol. F. Finkernagel, 
eine zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) durchgeführt. Aufgrund der 
experimentellen Fragestellung und dem Einfluss von zwei Faktoren (Genotyp und Infektion) 
auf die zu untersuchende Variable, wurde mit Hilfe der two-way ANOVA die Variabilität in 
ihre Komponenten (Status Genotyp und Status Infektion) zerlegt. Der bei diesem 
statistischen Analyseverfahren durchgeführte Test bezeichnet man als F-Test, der das 
Verhältnis zweier Varianzen darstellt bzw. die Varianz innerhalb einer Gruppe an der 
Varianz zwischen den Gruppen berechnet. 
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Für eine unabhängige statistische Analyse in der Kontingenztafel der histopathologischen 
Untersuchungen wurde, aufgrund geringer Anzahl von Individuen, der exakte Fisher-Test 
angewendet (http://graphpad.com/quickcalcs/contingency1.cfm).  






3.1 Charakterisierung der Ali5-Mäuse 
Das durch Mutagenese erzeugte Plcg2Ali5 Mausmodell, mit einer gain-of-function-Mutation 
im Plcg2-Gen, trägt eine Überaktivierung von Plcγ2 und zeigt Symptome einer 
entzündlichen Autoimmunerkrankung, ähnlich dem systemischen Lupus Erythematodes 
(SLE) (Yu et al., 2005). Im Gegensatz zu den Nachkommen der ENU-behandelten C3H 
(C3HeB/FeJ) Plcg2Ali5/+ Mäuse entwickelten B6C3 Plcg2Ali5/+ Mäuse (Rückkreuzung C57BL/6 x 
C3HeB/FeJ) keine Entzündungen der Pfoten (Yu et al., 2005). Auch die in dieser Studie 
verwendeten BALB/c Plcg2Ali5/+ Mäuse wiesen phänotypisch keine Veränderungen auf und 
waren somit nicht von BALB/c WT Mäusen zu unterscheiden. 
 
3.1.1 Genotypisierung  
Die Genotypisierung der Ali5-Mäuse erfolgte mittels qualitativer PCR unter Verwendung 
genomischer DNA aus Schwanzbiopsien sowie der beiden Primer m.PLCg2-SL1.for und 
m.PLCg2-SR2.rev. Über einen anschließenden Restriktionsverdau (HincII, Fermentas) des 
PCR-Produktes konnten alle drei Allelkombinationen (WT Mäuse, heterozygote Plcg2Ali5/+ 
Mäuse und homozygote Plcg2Ali5/Ali5 Mäuse) nach Auftrennung auf einem 1,5%igen 
Agarosegel bestimmt werden. Aufgrund der Punktmutation im Plcg2-Gen in Exon 27, bei 
der eine Purinbase gegen eine andere Purinbase (Adenin → Guanin) ausgetauscht ist, 
entfällt die HincII Restriktionsstelle (siehe Anhang, Abbildung 18). Die HincII 
Erkennungssequenz (5`-GT Py ↓ Pu AC-3` und 3`-CA Pu ↑ Py TG-5`) kann nicht mehr 
identifiziert und die Restriktion nicht vollzogen werden. Homozygote Plcg2Ali5/Ali5 Mäuse 
weisen aus diesem Grund nur ein Fragment auf, wohingegen bei WT Mäusen zwei 
Fragmente (350 bp und 156 bp) im Agarosegel nachgewiesen werden können. 
Heterozygote Plcg2Ali5/+ Mäuse hingegen besitzen keine vollständige Transition der 
Purinbasen an der jeweiligen Stelle, so dass drei Fragmente zu sehen sind (506 bp, 350 bp 















Abbildung 7: Genotypisierungs-PCR von Ali5-Mäusen.  
Beispielhafte Genotypisierungs-PCR zur Darstellung der PCR-Produkte in einem 1,5%igem 
Agarosegel. Durch den Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus können Rückschlüsse auf den 
jeweiligen Genotyp gezogen werden. Plcg2
Ali5/+ 
und WT Kontrollen wurden bei jeder PCR mitgeführt. 




3.2 Einfluss der Plcg2 gain-of-function-Mutation auf eine H. felis-
induzierte gastrale MALT-Lymphom Entwicklung 
PLCG2 ist ein Schlüsselmolekül für die Regulation des Immunsystems und B-Zellen 
(Hashimoto et al., 2000). Huynh et al. (2008) konnten zeigen, dass insbesondere das Gen 
der PLCG2 in Patienten mit gastralem MALT-Lymphom, im Vergleich zur Gastritis desselben 
Patienten, hochreguliert ist. Aus diesem Grund wurde im Folgenden untersucht, ob eine 
gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen einen Effekt auf eine H. felis-induzierte MALT-
Lymphom Entwicklung in heterozygoten Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen hat. 
 
3.2.1 Beweis einer H. felis-Infektion in den infizierten Mäusen 
Eine positive H. felis-Infektion in den infizierten Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen wurde post-
mortem mittels qualitativer PCR überprüft. Dabei wurde die bakterielle, ribosomale 16S 
DNA (16S rDNA) im Magen der infizierten Mäuse nachgewiesen. Verwendet wurden hierbei 
Primer, die Groote et al. bereits 2001 für eine 16S rDNA basierte PCR beschrieb (De Groote 




















Abbildung 8 stellt repräsentativ jeweils vier infizierte Mäuse jeden Genotyps der 
Mausgruppe 3 mit dem längsten Follow-up von 16 Monaten dar. Deutlich zu erkennen ist 
das 78 bp große H. felis Fragment, welches auf eine positive Infektion der Mäuse hinweist. 











Abbildung 8: Helicobacter felis-Nachweis im Magen. 
H. felis 16S rDNA basierte qualitative PCR: Ein 78 bp großes PCR-Fragment ist deutlich zu erkennen 
(3%iges Agarosegel) und weist auf eine positive Infektion der Mäuse hin. Die Kontrollmäuse (zwei 
von jedem Genotyp, repräsentativ dargestellt), weisen keine Bande auf. Verwendet wurde DNA aus 
FFPE-Gewebe (Magen). Eine reine H. felis DNA wurde bei jeder PCR als Positivkontrolle mitgeführt. 
NTC = no template control; M = 50 bp Molekulargewichtsmarker. 
 
 
3.2.2 Bildgebende Diagnostik zur Beurteilung einer gastralen MALT-
Lymphom Entwicklung 
Patienten mit gastralen MALT-Lymphomen weisen erst im fortgeschrittenen Stadium eine 
Verschlechterung des Allgemeinzustandes auf. Zur Diagnostik wird neben der Endoskopie 
die Sonographie und radiologische Bildgebung durchgeführt. Im Mausmodell stellt 
allerdings die Magnetresonanztomographie (MRT) eine sinnvolle bildgebende Diagnostik 
dar, um den Verlauf der Krankheit in den H. felis-infizierten Mäusen zu beurteilen. Für 
diesen Versuch wurden alle drei Monate jeweils fünf Mäuse jeden Genotyps aus Gruppe 3 
herangezogen, da diese aufgrund des langen Follow-up von 16 Monaten, zeitgemäß früher 
infiziert wurde. Somit war es möglich, die in dieser Gruppe gewonnenen Erfahrungen und 
Erkenntnisse bei Gruppe 1 (Follow-up von 6 Monaten) und Gruppe 2 (Follow-up von 12 
78 bp 










   
   
   

















Monaten) umzusetzen. Der Vorteil lag darin, dass wenige Tiere vor Ende des geplanten 
Tierversuchs verstarben und nicht für den Versuch ausgewertet werden konnten. 
11 Monate nach H. felis-Infektion konnten bereits Anzeichen einer MALT-Lymphom 
Entwicklung beobachtet werden.  
Abbildung 9A zeigt ein MRT einer BALB/c WT Maus mit einer deutlichen Verdickung der 
Magenmukosa und könnte auf die Entstehung eines MALT-Lymphoms hindeuten. Die 
Plcg2
Ali5/+ Maus hingegen scheint 11 Monate nach Infektion, aufgrund der dünn zu 













Abbildung 9: MRT des Abdomens von zwei H. felis-infizierten Mäusen.  
(A) Eine BALB/c WT Maus zeigt eine deutliche Verdickung der Magenmukosa (11 Monate nach 
Infektion), wohingegen (B) eine Plcg2
Ali5/+ 
Maus zum gleichen Zeitpunkt eine dünne Mukosa besitzt 
(weiße Pfeile). Die Untersuchungen fanden an einem 7 Teslar Kleintier Kernspintomographen 
(ClinScan 70/30 USR, Fa. Bruker) in Kooperation mit der Klinik für Diagnostische und Interventionelle 
Radiologie des Universitätsklinikums Gießen und Marburg GmbH (Standort Marburg) statt. Die 




3.2.3 H. felis-infizierte Plcg2Ali5/+ Mäuse entwickeln seltener gastrale 
MALT-Lymphome  
Infiziert wurden 3 Mausgruppen mit heterozygoten BALB/c Plcg2Ali5/+ sowie BALB/c WT 
Mäusen dreimal im Abstand von zwei Tagen mit H. felis. Nach unterschiedlich langen 
Beobachtungszeiten von 6, 12 und 16 Monaten wurden die Tiere getötet und auf die 
Entwicklung von MALT-Lymphomen untersucht. Isaacson beschrieb 1983 zwei klassische 
us 






Kriterien für die Bestimmung eines gastrointestinalen Lymphoms: Erstens die Infiltration 
der Schleimhaut, und somit Verdrängung der Drüsen durch maligne B-Lymphozyten 
(lymphoepitheliale Läsion), und zweitens deren Zerstörung (lymphoepitheliale Destruktion) 
(Isaacson and Wright, 1983b). Anhand dessen wurden die Befunde eingeteilt in: 
Normalbefund; chronische Gastritis mit lymphoiden Aggregaten und MALT-Lymphom (LEL, 
lymphoepitheliale Läsion und LED, lymphoepitheliale Destruktion).  
Es wurden Stufenschnitte der Mägen angefertigt und mit Hämatoxylin-Eosin (H&E), anti-
B220 für B-Zellen und anti-Zytokeratin für Epithelzellen angefärbt (siehe Abbildung 10). Die 
Befundung der Mausmägen erfolgte verblindet durch Herrn Prof. Stolte aus dem Institut für 
Pathologie, Klinikum Kulmbach (Tabelle 13).  
 
 
Abbildung 10: Histologie und Immunhistochemie gastraler MALT-Lymphom Entwicklung. 
Repräsentative histologische und immunhistochemische Färbungen von chronischer Gastritis mit 
lymphoiden Aggregaten und MALT-Lymphomen mit lymphoepithelialen Läsionen (LEL) oder 
lymphoepithelialen Destruktionen (LED). (A-C) H&E Färbung, (D-F) B220 Färbung kennzeichnet B-
Zellen und (G-I) anti-Zytokeratin färbt das Epithelium. Zentrozyten-ähnliche B-Zellen infiltrieren in 





Tabelle 13: Histopathologische Befunde H. felis-infizierter Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäuse. 
BALB/c Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäuse wurden an Tag 1, 3 und 5 mit H. felis infiziert und nach einem 
Beobachtungszeitraum von 6, 12 und 16 Monaten getötet. Normalbefund bezeichnet eine gesunde 
gastrale Mukosa. 
Die statistische Auswertung erfolgte jeweils für 
a, b, c 
mit dem exakten Fisher-Test (Vergleich zwischen 
MALT-Lymphom Entwicklung und chronischer Gastritis mit lymphoiden Aggregaten) Plcg2
Ali5/+
 versus 
WT Mäuse p = 1, p = 0,1431, p = 0,0142. 
d 
Anzahl der Mäuse zu Beginn der Studie. 
e 
Anzahl der Mäuse, die innerhalb der Studie getötet oder gestorben sind (innerhalb der ersten 6 





































































Ali5/+ und WT Mäuse der Gruppe 1 zeigten 6 Monate nach H. felis-Infektion keinen 
pathologischen Unterschied. 6 von 10 (60 %) Plcg2Ali5/+ Mäusen und 6 von 11 (54 %) WT 
Mäusen entwickelten eine chronische Gastritis mit lymphoiden Aggregaten. Gastrale MALT-
Lymphome wurden zu diesem Zeitpunkt nicht entdeckt. Im Vergleich hierzu konnte bereits 
12 Monate nach Infektion (Gruppe 2) ein Unterschied in der MALT-Lymphom Entwicklung 
beobachtet werden. Gastrale MALT-Lymphome wurden bei 5 von 15 (33 %) Plcg2Ali5/+ 
Mäusen und bei 10 von 15 (67 %) WT Mäusen entdeckt (p = 0,1431). Plcg2Ali5/+ Mäuse der 3. 
Gruppe, mit einem Follow-up von 16 Monaten, entwickelten signifikant weniger gastrale 
MALT-Lymphome im Vergleich zu den infizierten WT Mäusen derselben Gruppe. Nur 7 von 
14 (50 %) Plcg2Ali5/+ Mäusen aber 14 von 15 (93 %) WT Mäusen erkrankten an einem MALT-
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Lymphom (p = 0,0142) (siehe Tabelle 13). Mäuse, die innerhalb der ersten 6 Monate nach 
Infektion getötet wurden oder verstarben, wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen. 
Als Kontrolle dienten uninfizierte Plcg2Ali5/+ und WT Mäuse, die, wie erwartet, weder MALT-
Lymphome noch Gastritiden entwickelten (Tabelle 14). 
 
Tabelle 14: Histopathologische Befunde uninfizierter Kontrollmäuse.  
Normalbefund bezeichnet eine gesunde gastrale Mukosa. 
a 
Anzahl der Mäuse zu Beginn der Studie. 
b 
Anzahl der Mäuse die innerhalb der Studie getötet oder gestorben sind (innerhalb der ersten 6 





Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass H. felis-infizierte Plcg2Ali5/+ Mäuse, im 
Vergleich zu infizierten WT Mäusen, signifikant weniger gastrale MALT-Lymphome 
entwickelten. Dieses Ergebnis stand im Gegensatz zu unserer ursprünglichen 
Arbeitshypothese. Dennoch fanden wir zwischen den Gruppen einen (unerwarteten) 
signifikanten Unterschied, und es galt herauszufinden, was die Gründe hierfür waren.  
 
3.2.4 Untersuchung der H. felis-Kolonisationsrate in infizierten Plcg2Ali5/+ 
und WT Mäusen 
Eine mögliche Ursache für die geringere MALT-Lymphom Entwicklung in H. felis-infizierten 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen gegenüber infizierten WT Mäusen, mehrere Monate nach Infektion, 
könnte mit einem Unterschied in der bakteriellen Besiedlung und folglich mit einem 
differenten Persistenzverhalten von H. felis assoziiert sein. Aus diesem Grund wurde post-
mortem die Kolonisationsrate von H. felis-infizierten Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen von Gruppe 
2 und 3 (12 und 16 Monate nach Infektion) mittels quantitativer Real-time PCR untersucht. 
Plcg2
Ali5/+ und WT Mäuse der Gruppe 2 (Abbildung 11A) als auch die Mäuse beider 
Kontrollmäuse Genotyp 
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Genotypen aus Gruppe 3 (Abbildung 11B) zeigten eine vergleichbare bakterielle Besiedlung 











Abbildung 11: Bestimmung der H. felis Kolonisationsrate. 
Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäuse der (A) Gruppe 2 (12 Monate nach Infektion) und (B) Gruppe 3 (16 Monate 
nach Infektion) besaßen die gleiche H. felis Kolonisationsrate. Die bakterielle Besiedlung wurde 
mittels quantitativer PCR bestimmt. Jeder Punkt und jedes Quadrat repräsentiert die Messung eines 
Tieres (Gruppe 2: Plcg2
Ali5/+
 n = 14 und WT n = 14; Gruppe 3: Plcg2
Ali5/+
 n = 10 und WT n = 12). Die 




3.2.5 Steigerung der MALT-Lymphom Entwicklung nach H. felis-
Reinfektion 
Um die Auswirkung einer wiederholten H. felis-Infektion in beiden Genotypen zu 
untersuchen, wurden Plcg2Ali5/+ und WT Mäuse in einem Dreimonatsintervall für insgesamt 
ein Jahr mit H. felis infiziert. Nach dieser Zeit wurden die Mäuse getötet, die Mägen 
histopathologisch aufgearbeitet und befundet (Tabelle 15). Es konnte gezeigt werden, dass 
eine Reinfektion durch H. felis nach einer Beobachtungszeit von 12 Monaten zu deutlich 










Tabelle 15: Histopathologische Befunde H. felis-reinfizierter Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäuse.  
Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäuse wurden in einem Abstand von drei Monaten, für insgesamt ein Jahr, 
reinfiziert. Normalbefund bezeichnet eine gesunde gastrale Mukosa. 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test (Vergleich zwischen MALT-
Lymphom Entwicklung und chronischer Gastritis mit lymphoiden Aggregaten) Plcg2
Ali5/+
 versus WT 
Mäuse p = 1. 
a 
Anzahl der Mäuse zu Beginn der Studie. 
b 
Anzahl der Mäuse, die innerhalb des Infektionszeitraums starben. Eine histologische Befundung war 
aufgrund dessen nicht mehr möglich. 
 
Gruppe Reinfektion Genotyp 




































3.3 Herunterregulation proinflammatorischer Gene in H. felis-
infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen 
Um herauszufinden, ob die gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen Unterschiede im 
Expressionsprofil nach einer H. felis-Infektion hervorruft, wurden mit Hilfe eines PCR Arrays 
91 verschiedene proinflammatorische Gene überprüft (siehe Anhang, Abbildung 17). Für 
das folgende Experiment wurde RNA aus peripherem Blut von infizierten Plcg2Ali5/+ und WT 
Mäusen mit einem Follow-up von 6 Monaten herangezogen und wie in Kapitel 2.2.5.8 
(Seite 57) eingesetzt. Uninfizierte Mäuse dienten dabei als Kontrolle. Die Expression der 
Gene wurde mit Hilfe der webbasierten Software (SABioscience/Qiagen GmbH) unter 
Benutzung des ungepaarten t-Tests ausgewertet. 
Wie erwartet für ein Mausmodell mit einem Autoimmun-Phänotyp, zeigten nicht infizierte 
Plcg2
Ali5/+ Mäuse, im Vergleich zu uninfizierten WT Mäusen, ein erhöhtes Expressionsprofil 






Tabelle 16: Regulation proinflammatorischer Gene infizierter und uninfizierter Mäuse. 
Die Genexpression wurde mit Hilfe der von SABioscience/Qiagen GmbH entwickelten, webbasierten 
Software unter Verwendung des ungepaarten t-Tests ausgewertet. Als biologisch relevant wurden 
Gene mit einem p-Wert von ≤ 0,05 und einer Fold Regulation von mindestens ± 2 betrachtet. 
Uninfizierte Mäuse: n = 4 pro Genotyp; infizierte Mäuse: n = 7 pro Genotyp. 
+, fold Hochregulation; -, fold Herunterregulation (Bsp.: Cebpb ist in uninfizierten Plcg2
Ali5/+
 Mäusen 
hochreguliert und Tnfrsf13c ist in uninfizierten Plcg2
Ali5/+
 Mäusen herunterreguliert). 
 
 





Cebpb +2,187 0,0100 
Cxcl1 +2,851 0,0010 
Cxcr1 +3,997 0,0107 
Il-18 +5,613 0,0252 
S100a8 +2,614 0,0139 
Tlr2 +3,229 0,0024 
Tnfsf13 +3,742 0,0001 
Tnfrsf13c -2,295 0,0140 





Ccl3 -2,841 0,0002 
Ccl4 -2,059 0,0037 
Ccl5 -2,331 0,0113 
Ccl20 -3,661 0,0292 
Cxcl1 -2,201 0,0153 
Ifng -2,677 0,0421 
Il-1a -2,898 0,0010 







Ccl3 -2,009 0,0498 
Ccl22 -2,372 0,0114 
Cxcl1 -2,187 0,0044 
Cxcl9 -2,175 0,0008 
Cxcl10 -2,069 0,0227 
Cxcr1 -2,326 0,0042 
Il-18 -5,676 0,0043 
Tlr2 -2,159 0,0005 
Tlr3 -2,059 0,0009 




Sechs Monate nach Infektion war erstaunlicherweise eine Herunterregulation von einer 
Reihe von Genen in Plcg2Ali5/+ Mäusen, im Vergleich zu infizierten WT Mäusen, zu 
beobachten. Auch wichtige inflammatorische Marker, wie Ifng und Il-1a, waren nahezu um 
das Dreifache in infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen, im Vergleich zu infizierten WT Mäusen, 
herunterreguliert.  
Innerhalb des Ali5-Genotyps konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu uninfizierten 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen eine Infektion mit H. felis wiederum zu einer Herunterregulation 
proinflammatorischer Gene, wie zum Beispiel die der Mitglieder der CXC-Familie Cxcl1, 
Cxcl9 und Cxcl10, führt. 
 
Im weiteren Verlauf wurde eine weitere statistische Auswertung herangezogen, um die PCR 
Array Ergebnisse nochmals unabhängig voneinander auszuwerten. Mit Hilfe der 
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) können Genprofilunterschiede bestimmt 
werden, wodurch die o. g. Ergebnisse in Abhängigkeit vom Genotyp- oder Infektionsstatus 
untersucht werden konnten (Tabelle 17).  
 
 
Tabelle 17: Proinflammatorisches Zytokinprofil von Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäusen (uninfiziert oder 6 
Monate nach Infektion) eingeteilt in Genotyp- und Infektionsstatus.  
Proinflammatorische Gene in peripherem Blut von infizierten und uninfizierten Mäusen wurden 
mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (two-way ANOVA) ausgewertet. Als biologisch relevant 
wurden diejenigen hochregulierten (rot) und herunterregulierten (grün) Gene betrachtet, die einen 
p-Wert von ≤ 0,05 und eine Fold Regulation von mindestens ± 2 hatten. 
a 
Genotypstatus, unabhängig von der H. felis-Infektion (Plcg2
Ali5/+ 
versus WT Mäuse) 
b 
Infektionsstatus, unabhängig vom Genotypstatus (infiziert versus uninfizierte Mäuse) 
 




Ccl3  0,0047 
Cd40  0,0378 
Cxcr1  0,0175 
S100a8  0,0030 
Tlr2  0,0100 




Cxcl5  0,0119 




Dabei wurden nur Gene als biologisch relevant bestimmt, die einen p-Wert von ≤ 0,05 und 
eine Fold Regulation von mindestens ± 2 aufwiesen. In Abhängigkeit vom Genotypstatus, 
und somit unabhängig von der H. felis-Infektion (Plcg2Ali5/+ versus WT Mäuse), waren Ccl3 
(chemokine (c-c motif) ligand 3), Cd40 und Tnfrsf13c herunterreguliert, wohingegen Cxcr1 
(chemokine (c-x-c motif) receptor 1), S100a8 und Tlr2 (toll-like receptor 2) hochreguliert 
waren. Eine Infektion mit H. felis (infiziert versus uninfiziert), unabhängig vom Genotyp, 
führte hingegen zu einer Herunterregulation von Cxcl5 und Tnfrsf13c. 
 
Eine quantitative PCR wurde zur Bestätigung der PCR Array Ergebnisse durchgeführt und 
dabei zwei signifikant regulierte Gene des Genotyp- und Infektionsstatus (Tnfrsf13c und 
S100a8) überprüft. Für die Ermittlung der Primersequenzen wurden PCR-Produkte von 
Tnfrsf13c und S100a8 verwendet. Nach Klonierung dieser PCR-Produkte in den pCR 2.1 TA 
Cloning Vektor (Invitrogen GmbH) folgte anschließend die Transformation, 
Plasmidpräparation und Sequenzierung. Die dadurch ermittelten Primersequenzen wurden 
schließlich für die Validierung des Arrays eingesetz und die Ergebnisse aus Tabelle 17 
konnten bestätigt werden. Tabelle 18 (siehe Anhang) zeigt nochmals den Vergleich der 
statistischen Auswertung der Array Daten und der quantitativen PCR aller validierten Gene. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Vielzahl proinflammatorischer Gene in 
uninfizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen hochreguliert war. Nach 
einer H. felis-Infektion zeigte sich jedoch eine Herunterregulation verschiedener 
proinflammatorsicher Gene. Dies könnte begründen, warum die von Zytokinen abhängigen 
MALT-Lymphome seltener nach Infektion bei Ali5-Mäusen gefunden wurden.  
 
3.3.1 Expressionslevel von IFNγ und IL-1a im Langzeit-Follow-up 
Mittels PCR-Array konnten wir zeigen, dass 6 Monate nach H. felis-Infektion u. a. zwei 
wichtige inflammatorische Zytokine, IFNγ und IL-1a, in Plcg2Ali5/+ Mäusen im Vergleich zu 
infizierten WT Mäusen herunterreguliert waren. Im nächsten Schritt sollte geklärt werden, 
ob auch bei einem Langzeit-Follow-up die Expression dieser zwei Gene durch die H. felis-
Infektion im Ali5-Genotyp permanent herunterreguliert ist. Dazu wurde mittels 
quantitativer PCR die Expression von IFNγ und IL-1a im peripherem Blut von Plcg2Ali5/+ und 
WT Mäusen, 6, 12 und 16 Monate nach Infektion, analysiert (Abbildung 12). Plcg2Ali5/+ 
Ergebnisse 
79 
Mäuse mit einem Follow-up von 6 Monaten zeigten im Vergleich zu WT Mäusen der 
gleichen Gruppe eine nahezu dreifache und signifikante Herrunterregulation von IFNγ (p = 
0,003). 12 Monate nach Infektion setzte sich das Ergebnis fort (p = 0,0371). Nach einem 
Langzeit-Follow-up von 16 Monaten zeigten Plcg2Ali5/+ Mäuse, verglichen mit WT Mäusen, 
keinen Unterschied in der IFNγ-Expression (Abbildung 12A).  
IL-1a war hingegen nur in Plcg2Ali5/+ Mäusen mit einer Beobachtungszeit von 6 Monaten 
signifikant herunterreguliert (p = 0,008) (Abbildung 12B). Nach einem Langzeit-Follow-up 
von 12 und 16 Monaten konnte kein Unterschied in der IL-1a-Expression zwischen Plcg2Ali5/+ 
und WT Mäusen ermittelt werden.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Herunterregulation von IFNγ und IL-1a in 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen bis zu 12 Monate nach Infektion vorliegt, sich der Expressionsunterschied 
über diese Zeit hinaus jedoch verliert. 
 
Abbildung 12: Herunterregulation von IFNγ und IL-1a in infizierten Plcg2
Ali5/+
 Mäusen. 
Relative Genexpression von (A) IFNγ und (B) IL-1a in peripherem Blut von infizierten Plcg2
Ali5/+
 und 
WT Mäusen, mit einem Follow-up von 6, 12 und 16 Monaten, wurde mittels quantitativer PCR 
bestimmt. Jeder Punkt und jedes Quadrat repräsentiert ein Tier (IFNγ qPCR: 6 Monate nach 
Infektion: n = 9 Plcg2
Ali5/+
 und n = 11 WT Mäuse; 12 Monate nach Infektion:  n = 12 Plcg2
Ali5/+
 und n = 
12 WT Mäuse; 16 Monate nach Infektion: n = 8 Plcg2
Ali5/+
 und n = 13 WT Mäuse; IL-1a qPCR: 6 
Monate nach Infektion: n = 9 Plcg2
Ali5/+
 und n = 10 WT Mäuse; 12 Monate nach Infektion: n = 13 
Plcg2
Ali5/+
 und n = 12 WT Mäuse; 16 Monate nach Infektion: n = 9 Plcg2
Ali5/+
 und n = 13 WT Mäuse). 





3.4 Untersuchung der B-Zell-Funktion in Plcg2Ali5/+ Mäusen 
Die oben aufgeführten Ergebnisse einer verminderten MALT-Lymphom Penetranz, 
vermutlich infolge einer reduzierten Zytokinantwort nach H. felis-Infektion in Plcg2Ali5/+ 
Mäusen, waren unerwartet, da wir angenommen hatten, dass eine gain-of-function-
Mutation in einem Protein (Plcg2), welches sowohl NF-κB als auch Ca2+-Einstrom und den 
Ras-Signalweg aktiviert, mehr Lymphome nach Antigenstimulation (i.e. Helicobacter felis) 
induzieren würde. Um einen möglicherweise vorherrschenden Defekt von B-Zellen in 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen ausschließen zu können, wurde im ersten Schritt die 
Proliferationsfähigkeit dieser Zellpopulation untersucht (Abbildung 13). Angereicherte 
CD45R/B220+ B-Zellen von infizierten Tieren und uninfizierten Kontrollmäusen wurden in 
vitro mit unterschiedlichen Mitogenen für 48 Stunden stimuliert. Mit Hilfe des BrdU Flow 
Kits (BD Pharmingen) wurde ein Proliferationsassay durchgeführt. Alle in S-Phase 
befindlichen BrdU+-Zellen wurden auf ihre Proliferationsfähigkeit bestimmt. Abbildung 13A 
zeigt ein repräsentatives Beispiel der FACS-Analyse. Sowohl B-Zellen infizierter als auch 
uninfizierter Kontrollmäuse zeigten nach BCR-Stimulation keinen Unterschied der sich in S-
Phase befindenden B-Zellen (Abbildung 13B und C). Ebenso war die Proliferation von 
Plcg2
Ali5/+ und WT B-Zellen nach Mitogenstimulation nahezu identisch. Dieses Experiment 
ließ die Schlussfolgerung zu, dass die aktivierende Mutation im murinen Plcg2-Gen nicht in 
einem generellen Proliferationsdefekt von B-Zellen resultierte.  
 
In einem weiteren Experiment sollten membranständige Antikörper aktivierter Plcg2Ali5/+ 
und WT B-Zellen uninfizierter Mäuse untersucht werden. Es ist bekannt, dass eine 
Aktivierung von B-Zellen mit LPS und IL-4 in einem Klassenwechsel von IgM zu IgG1 
resultiert (Snapper et al., 1988). Im folgenden Versuch wurden angereicherte B-Zellen der 
Milz sowie Zellen von mesenterialen Lymphknoten (mLN = mesenteric lymph nodes) beider 
Genotypen für 4 Tage mit LPS und IL-4 stimuliert und die membranständige IgG1-
Expression mittels FACS-Analyse nachgewiesen (Abbildung 14A). Eine Stimulation mit LPS 
allein diente dabei als Kontrolle. Wie erwartet zeigten B-Zellen uninfizierter Plcg2Ali5/+ und 
WT Mäuse, nach alleiniger LPS Behandlung, keine erhöhte IgG1-Expression (Abbildung 14B 
und C). Nach dem LPS- und IL-4-vermittelten Klassenwechsel konnte gezeigt werden, dass 
die IgG1-Expression auf den B-Zellen beider Genotypen induzierbar ist [Mittelwert: 
Plcg2
Ali5/+ - 13,61 % und WT - 11,74 % für B-Zellen der Milz; Plcg2Ali5/+ - 15,33 % und WT - 
14,47 % für mLN B-Zellen] (Abbildung 14B und C).  
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Resümierend lässt sich sagen, dass Plcg2Ali5/+ und WT B-Zellen eine ähnliche B-Zell-
Proliferation und IgG1-Expression aufweisen. Diese Daten sprechen gegen einen B-Zell-

























Abbildung 13: BrdU-Proliferationsassay von B-Zellen infizierter und uninfizierter Mäuse. 
Angereicherte CD45R/B220
+
 B-Zellen der Milz wurden mit LPS (7,5 µg/ml), CpG (5 µg/ml), α-IgM (10 
µg/ml) und α-CD40 (10 µg/ml) + IL-4 (10 ng/ml) stimuliert. Unstimulierte Zellen (Ø) wurden als 
Kontrollen mitgeführt. Nach einer vorangegangenen Inkubationszeit von 18 Stunden mit BrdU, 
wurde die Proliferation von primären B-Zellen der Milz 48 Stunden nach Stimulation mit Hilfe des 
BrdU Flow Kits (BD Pharmingen) gemessen. (A) Repräsentatives Beispiel einer FACS-Analyse von LPS 




 Zellen befinden sich in S-Phase und sind in Prozent 
angegeben. Stimulation primärer B-Zellen von (B) H. felis-infizierten Mäusen (12 Wochen nach 
Infektion) und (C) uninfizierten Mäusen zeigt keinen Unterschied in der Zellproliferation. Daten 
repräsentieren prozentualen Anteil lebender Zellen (nach Ausschluss apoptotischer Zellen) als 




























Abbildung 14: IgG1-Klassenwechsel von B-Zellen in vitro. 
Angereicherte primäre CD43
-
 B-Zellen der Milz und primäre mLN-Zellen wurden mit LPS (20 µg/ml) 
sowie mit oder ohne IL-4 (500 U/ml) stimuliert. Die Zellen wurden vier Tage nach Stimulation mit α-
IgG1 und α-CD45R/B220 gefärbt und die Ergebnisse mittels FACS-Analyse ausgewertet. (A) 
Repräsentatives Beispiel der membranständigen IgG1-Expression mittels FACS-Analyse von 
stimulierten Plcg2
Ali5/+ 
und WT B-Zellen der Milz und mLNs in Prozentangabe. IgG1-Expression auf B-
Zellen der (B) Milz und (C) mLNs uninfizierter Plcg2
Ali5/+ 
und WT Mäuse. Daten repräsentieren den 
Mittelwert ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten mit n = 6 Mäusen pro Genotyp. 












3.5 Verminderte H. felis-spezifische Antikörperantwort in 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen 
In den vorangegangenen in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass auch B-Zellen 
von Plcg2Ali5/+ Mäusen, in gleicher Weise wie WT B-Zellen, die Fähigkeit besitzen, sowohl 
durch Mitogenstimulation zu prolifierieren als auch einen IgM zu IgG1 Antikörper-
Klassenwechsel durchzuführen. Neben der Analyse des membrangebundenen IgG1 von 
Plcg2
Ali5/+ und WT Mäusen sollte nun mit Hilfe des folgenden in vivo Experiments die 
Gesamt- als auch antigenspezifischen Antikörpertiter im Serum von Plcg2Ali5/+ und WT 
Mäusen ermittelt werden. Serum von infizierten Mäusen (12 Wochen nach Infektion) sowie 
von Kontrollmäusen wurde für die Messung der Antikörperlevel mittels ELISA 
herangezogen.  
Im Vergleich zu den uninfizierten Kontrollmäusen kam es nach einer Infektion mit H. felis zu 
einer Erhöhung der IgG1- und IgG2a-Antikörpertiter im Serum beider Genotypen 
(Abbildung 15A und B).  
Für die Messung H. felis-spezifischer IgG1- und IgG2a-Antikörpertiter wurde das Serum aller 
infizierten Mäuse gepoolt und als Standard verwendet. Wie erwartet, wurden in 
uninfizierten Mäusen keine antigenspezifischen Antikörper detektiert, womit eine 
Kreuzreaktion zu möglicherweise anderen Helicobacter spp. der Magenflora in diesen 
Untersuchungen ausgeschlossen ist. H. felis-spezifische IgG1- und IgG2a-Antikörper 
konnten in infizierten Mäusen beider Genotypen detektiert werden; ihr Level war allerdings 
in Plcg2Ali5/+ Mäusen signifikant niedriger. H. felis-infizierte Plcg2Ali5/+ Mäuse zeigten einen 
3,5-fach niedrigeren IgG1 (p = 0,0307) und 10-fach niedrigeren IgG2a-Titer (p = 0,0016) im 





Abbildung 15: Totale und H. felis-spezifische Antikörpertiter infizierter und uninfizierter Mäuse. 
Antikörpertiter im Serum von infizierten Mäusen (12 Wochen nach Infektion) sowie uninfizierten 
Mäusen wurde mittels ELISA ermittelt. (A und B) Infizierte Plcg2
Ali5/+ 
und WT Mäuse weisen im 





verringerte antigenspezifische Antikörper detektiert wurden. Daten 
repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen Experimenten mit n = 14 infizierten 
Plcg2
Ali5/+
 Mäusen und n = 15 infizierten WT Mäusen. Zwei unabhängige Experimente wurden mit n = 
4 uninfizierten Mäusen pro Genotyp durchgeführt. Mann-Whitney U-Test. LU = Labor Units; ns = 




3.6 Korrelation zwischen der Anzahl regulatorischer T-Zellen und 
der Entwicklung gastraler MALT-Lymphome 
Verschiedene Publikationen zeigten bereits einen Zusammenhang zwischen regulatorischen 
T-Zellen und der Suppression einer Helicobacter-induzierten Inflammationsreaktion. Rad 











gastralen Entzündungsreaktion in Helicobacter-infizierten Mäusen führt (Rad et al., 2006). 
Im Umkehrschluss könnte dies andeuten, dass eine höhere Anzahl von Tregs eine 
verminderte H. felis-spezifische Immunantwort sowie vielleicht sogar eine reduzierte 
Entwicklung von MALT-Lymphomen in Plcg2Ali5/+ Mäusen erklären könnte. Daher wurde hier 
die Anzahl von Foxp3+ Tregs in murinem Milzgewebe untersucht. Durch 
immunhistochemische CD3 und Foxp3 Färbungen der Milzen von uninfizierten Plcg2Ali5/+ 
und WT Mäusen wurde die Anzahl an Foxp3+ Tregs pro 1000 µm² (bezogen auf das CD3+ T-
Zell Areal) bestimmt (siehe Anhang, Abbildung 19). Im Vergleich zu WT Mäusen zeigte sich 
eine signifikant höhere Anzahl von Tregs im Milzgewebe von Plcg2Ali5/+ Mäusen (p = 0,0109) 
(Abbildung 16A). Es fand sich also in der Tat eine Assoziation einer erhöhten Frequenz 
regulatorischer T-Zellen in Plcg2Ali5/+ Mäusen. 
 
Die immunsuppressive Wirkung von Tregs kann u. a. infolge einer Umwandlung von 
proinflammatorischem Adenosintriphosphat (ATP) durch die beiden Ektoenzme CD39 und 
CD73 in anti-inflammatorisches Adenosin erfolgen. Besondere Bedeutung wird hierbei der 
membrangebundenen Ekto-5`-Nukleotidase CD73 beigemessen. Alam und Kollegen (2009) 
konnten zeigen, dass CD73 exprimierende Tregs bei der Hemmung einer 
Inflammationsreaktion eine bedeutende Rolle spielen und eine H. felis-induzierte Gastritis 
in Mäusen unterdrücken (Alam et al., 2009). Gestützt auf diese Daten, wurde die Verteilung 
von CD4+/CD25+/Foxp3+ Tregs und insbesondere von CD73 exprimierenden Tregs in MNCs 
der Milz uninfizierter Plcg2Ali5/+ und WT Mäuse mittels Durchflusszytometrie analysiert. 
Abbildung 20 (siehe Anhang) stellt ein repräsentatives Beispiel einer prozentualen 
Verteilung von CD4+/CD25+/Foxp3+ Tregs und CD73+ Tregs dar. Auch in diesem Experiment 
konnte gezeigt werden, dass Plcg2Ali5/+ Mäuse, im Vergleich zu den WT Mäusen, einen 
signifikant höheren Anteil an Tregs besitzen (Mittelwert: Plcg2Ali5/+ 9,13 % und WT 7,68 %, 
bezogen auf alle CD4+ Zellen) (p = 0,0125) (Abbildung 16B). Zusätzlich zeigten Plcg2Ali5/+ 
Mäuse eine höhere Expression von CD73+ Tregs (Mittelwert: 6,48 %, bezogen auf alle CD4+ 
Zellen) als WT Mäuse (Mittelwert: 5,16 %, bezogen auf alle CD4+ Zellen) (p = 0,0017) 
(Abbildung 16C). 
 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der oben zitierten Literatur und lassen darauf 
schließen, dass die höhere Rate an Tregs in Plcg2Ali5/+ Mäusen diese vor einer H. felis-



















Abbildung 16: Erhöhte Foxp3
+
 Treg Zahl im Milzgewebe uninfizierter Plcg2
Ali5/+
 Mäuse. 
(A) Histologisches Scoring von Foxp3
+
 Tregs in der Milz von uninfizierten Mäusen. Totale Anzahl von 
Foxp3
+
 Tregs in Plcg2
Ali5/+
 und WT Mäusen (n = 5 pro Genotyp) wurde in den T-Zell Arealen der 
weißen Pulpa bestimmt und auf ein CD3
+
 T-Zell Areal von 1000 µm² bezogen. (B-C) Relativer Anteil 
von Tregs und Ecto-5`-nucleotidase (CD73) exprimierenden Tregs in CD4
+
 Milzzellen von Plcg2
Ali5/+
 
und WT Mäusen. MNCs der Milz wurden mit dem Mouse Regulatory T-cell Staining Kit #2 und anti-






 Tregs und CD73
+ 
exprimierenden Tregs wurde 
mittels FACS-Analyse bestimmt und auf alle CD4
+







 Tregs und (C) CD73
+ 
exprimierenden Tregs in uninfizierten Plcg2
Ali5/+
 und WT 
Mäusen. Dargestellt sind Daten von zwei bis drei unabhängigen Experimenten und n = 3 bis n = 4 
Mäusen pro Genotyp. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM; Ungepaarter t-Test; Tregs = regulatorische 








Das gastrale MALT-Lymphom gehört zur Gruppe der B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome, die 
eine maligne Erkrankung des lymphatischen Systems darstellen. Eine Reihe 
epidemiologischer und experimenteller Studien konnte eine enge Beziehung zwischen einer 
Helicobacter-Infektion und der Entwicklung von gastralen MALT-Lymphomen zeigen 
(Hussell et al., 1996; Hussell et al., 1993; Parsonnet et al., 1991; Stolte, 1992; Wotherspoon 
et al., 1991). Durch eine chronische Infektion mit H. pylori ensteht im Magen das Mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe, aus dem nach langer Latenzzeit ein Mukosa-assoziiertes 
(i.e. MALT) Lymphom entstehen kann. Die Proliferation und klonale Expansion gastraler 
MALT-Lymphomzellen ist dabei von einer Helicobacter-spezifischen T-Zell-vermittelten 
Stimulation abhängig und zeigt somit die Korrelation zwischen einer chronischen 
Inflammation und der Lymphomgenese (Hussell et al., 1996; Hussell et al., 1993). Eine 
antibiotische H. pylori-Eradikationstherapie führt dabei zur Regression des indolenten 
MALT-Lymphoms im Stadium IE (Bayerdörffer et al., 1995; Du and Isaacson, 2002; Isaacson 
and Du, 2004; Neubauer et al., 1997; Stolte and Eidt, 1993; Wotherspoon et al., 1993; 
Wündisch et al., 2012; Wündisch et al., 2005).  
Eine Reihe von Publikationen konnte zeigen, dass verschiedene Wirtsgen-Polymorphismen 
mit dem Verlauf eines Helicobacter-induzierten gastralen MALT-Lymphoms assoziiert sind 
(Cheng et al., 2006; Hellmig et al., 2004; Rollinson et al., 2003). Darüber hinaus fand unsere 
Arbeitsgruppe, dass das Gen PLCG2 in diversen Lymphom-Entitäten des Menschen, u. a. in 
gastralen MALT-Lymphomen, überexprimiert ist (Huynh et al., 2015; Huynh et al., 2008; 
Marafioti et al., 2005). Die PLCγ2 stellt innerhalb des B-Zell-Rezeptor-vermittelten 
Signalwegs ein wichtiges Enzym dar, welches für die Regulation des Immunsystems und die 
Funktion physiologischer B-Zellen verantwortlich ist (Hashimoto et al., 2000; Suh et al., 
2008).  
Das Ali5-Mausmodell beschreibt einen durch Mutagenese erzeugten Mausstamm, der eine 
gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen aufweist. Plcg2Ali5 Mäuse zeigen Symptome einer 
inflammatorischen Autoimmunerkrankung, ähnlich dem systemischen Lupus 
Erythematodes (SLE) (Yu et al., 2005). 
Basierend auf all den genannten Fakten und vor dem Hintergrund, dass auch Helicobacter-
induzierte MALT-Lymphome autoimmunreaktive Autoantikörper exprimieren (Faller and 
Kirchner, 2000), sollte anhand des o. g. Mausmodells in dieser Arbeit der Einfluss einer 
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gain-of-function Plcg2-Mutation auf eine Helicobacter-induzierte MALT-Lymphom 
Entwicklung untersucht werden. 
 
 
4.1 Die gain-of-function-Mutation des Plcg2-Gens schützt, 
entgegen der initialen Hypothese, vor der Entwicklung 
gastraler MALT Lymphome 
Ein gut etabliertes Mausmodell für die Untersuchung H. pylori-induzierter Erkrankungen 
des Menschen stellt die Infektion von BALB/c Mäusen mit dem Maus-adaptierten H. felis-
Stamm dar. Diese Mäuse entwickeln nach Langzeitinfektion gastrale MALT-Lymphome, die 
der humanen Lymphomerkrankung ähneln (Enno et al., 1995; Lee et al., 1990; Müller et al., 
2005; Müller et al., 2003).  
Die in dieser Arbeit durchgeführten Infektionsversuche wurden an heterozygoten BALB/c 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen vollzogen, die im Gegensatz zu homozygoten Plcg2Ali5/Ali5 Mäusen, 
phänotypisch keine entzündlichen Veränderungen aufweisen. Es konnte gezeigt werden, 
dass H. felis-infizierte Plcg2Ali5 Mäuse, im Vergleich zu infizierten WT Mäusen, signifikant 
weniger gastrale MALT-Lymphome entwickelten. Diese Daten sprechen gegen unsere 
initiale Hypothese, dass eine gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen unter einer 
Helicobacter-Infektion zu einer gesteigerten Entzündungsreaktion und folglich zu einer 
früheren und höheren Inzidenz von MALT-Lymphomen führt. Basierend auf der Tatsache, 
dass es sich bei dem Enzym der Plcγ2 um einen wichtigen inflammatorischen Faktor 
handelt, der innerhalb der BCR-vermittelten Signalkaskade eng mit dem NF-κB Signalweg 
verknüpft ist (Niiro and Clark, 2002; Petro and Khan, 2001), wurde ursprünglich von einer 
Suszeptibilität dieser Ali5-Mäuse nach Aktivierung des B-Zell-Rezeptors für eine bakterielle 
Infektion ausgegangen.  
Es ist bekannt, dass die Kolonisationsdichte der Magenschleimhaut mit H. pylori den Grad 
der inflammatorischen Antwort beeinflusst (Stolte et al., 1995). Zudem kann eine 
Eradikationstherapie des Keims zu einer Heilung von indolenten gastralen MALT-
Lymphomen führen (Bayerdörffer et al., 1995; Neubauer et al., 1997; Stolte and Eidt, 1993; 
Wotherspoon et al., 1993; Wündisch et al., 2012). Aufgrund dieser Tatsachen könnte man 
vermuten, dass Plcg2Ali5 Mäuse, insbesondere im Hinblick auf das Vorliegen eines 
hyperaktiven Immunsystems, eine geringere bakterielle Besiedlung aufweisen, welche die 
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reduzierte MALT-Lymphom Entwicklung erklären könnte. Einen Unterschied in der 
Persistenz der H. felis-Infektion beider Genotypen konnten wir anhand einer quantitativen 
Real-time PCR allerdings ausschließen (siehe Kapitel 3.2.4). 
Eine Reinfektion mit H. felis führte in beiden Genotypen zu einer höheren Inzidenz von 
MALT-Lymphomen. Die sich wiederholende Antigenstimulation verursacht, nach einem 
Follow-up von 12 Monaten, in annähernd jeder Maus, unabhängig vom Genotyp, ein 
gastrales MALT-Lymphom, wodurch gezeigt werden konnte, dass der protektive Effekt des 
Plcg2-Mutation in Ali5-Mäusen durch Reinfektion überwunden werden kann. Dieses 
Ergebnis unterstreicht nochmals deutlich, dass die Entwicklung gastraler MALT-Lymphome 
von einer chronischen Infektion mit Helicobacter abhängig ist.  
 
In Übereinstimmung mit den Daten von P. Yu et al. (2005) für heterozygote Plcg2Ali5/+ 
Mäuse im C3H Hintergrund (Yu et al., 2005), zeigten auch BALB/c Plcg2Ali5/+ Mäusen ein 
erhöhtes proinflammatorischen Zytokinprofil im peripheren Blut. Vor allem TNFSF13 
(Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13), bekannt als APRIL (a proliferating-
inducing ligand) und S100A8 (S100 calcium binding protein a8 oder Calgranulin A) wurden 
bereits in Autoimmunerkrankungen, wie SLE, beschrieben und zeigten dort eine 
Überexpression (Chu et al., 2009; Yu et al., 2005).  
Nach H. felis-Infektion zeigten Plcg2Ali5/+ Mäuse interessanterweise eine Herunterregulation 
verschiedenster proinflammatorischer Gene. Helicobacter spp. induzieren als Antigene eine 
lokale Inflammationsantwort der gastralen Mukosa, welche durch die Infiltration von Zellen 
des Immunsystems charakterisiert ist. So werden Neutrophile, B- und T-Zellen sowie 
Makrophagen durch verschiedene Mitglieder der CXC- und CC-Chemokin Unterfamilien an 
den Ort der Entzündung gelockt (Eck et al., 2000). Mehrere Gene dieser CXC- und CC-
Chemokine waren im peripheren Blut von infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen herunterreguliert, u. 
a. das Gen für CCL20 (chemokine (C-C motif) ligand 20). In der Regel wird bei Entzündungen 
die Expression von CCL20 gesteigert (Fujiie et al., 2001). Bakterielle Faktoren wie LPS oder 
auch inflammatorische Zytokine wie IFNγ induzieren dabei die Expression von CCL20. 
Zudem tritt eine erhöhte Expression von CCL20 innerhalb einer humanen H. pylori-Infektion 
auf (Nishi et al., 2003; Yoshida et al., 2009).  
In Bezug auf eine Helicobacter-Infektion-vermittelte T-Zell-Antwort existieren kontroverse 
Daten. Eine Infektion mit H. pylori im Menschen induziert die Infiltration von IFNγ 
produzierenden CD4+ Th1 T-Zellen in der gastralen Mukosa (Lohoff et al., 2000; Sommer et 
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al., 1998), wohingegen im Mausmodell der genetische Hintergrund sowie der Helicobacter-
Stamm die T-Zell Antwort beeinflussen. So zeigen H. felis-infizierte BALB/c Mäuse eine 
prädominante Th2-Antwort (Enno et al., 1995; Müller et al., 2005).  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass infizierte Plcg2Ali5/+ Mäuse, im 
Vergleich zu infizierten WT Mäusen, eine Herunterregulation der Th1-Zytokine IFNγ und IL-
1a aufwiesen. Zudem wurde gezeigt, dass verschiedene inflammatorische Gene innerhalb 
des Ali5-Genotyps (infiziert versus uninfiziert) herunterreguliert waren. Das legt die 
Vermutung nahe, dass die Plcg2-Mutation, in Verbindung mit einer Helicobacter-Infektion, 
für die reduzierte Expression proinflammatorischer Gene verantwortlich ist. 
 
 
4.2 Geringere Suszeptibilität von Plcg2Ali5/+ Mäusen auf eine H. 
felis-induzierte gastrale MALT-Lymphom Entwicklung ist nicht 
das Ergebnis eine B-Zell-Defekts 
Eine Studie von Ombrello et al. (2012) konnte zeigen, dass Patienten mit einer konstitutiven 
PLCγ2 Aktivierung einen autoimmunen Phänotyp besitzen, der sich in Erkrankungen der 
Haut, einem Mangel an Antikörpern und einer Infektanfälligkeit äußert. Im Vergleich zu 
dem Ali5-Model weisen diese Patienten eine Deletion der autoinhibitorischen Region des 
PLCG2-Gens auf. Eine mögliche Ursache für diesen beeinträchtigten Immunstatus könnte 
demnach eine persistierende Aktivierung des BCR-PLCγ2 Signalwegs sein, der sich in einer 
B-Zell-Anergie äußert (Ombrello et al., 2012). 
Aus diesem Grund wurden B-Zellen von Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen in vitro genauer 
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass B-Zellen uninfizierter wie auch infizierter 
Plcg2
Ali5/+ Mäuse in gleicher Weise in der Lage sind, nach Mitogenstimulation zu 
proliferieren wie WT B-Zellen. Dieses Ergebnis steht allerdings im Widerspruch zu den 
Daten von P. Yu et al. (2005), die zeigten, dass Ali5-Mäuse im C3H Hintergrund eine erhöhte 
B-Zell-Proliferation aufweisen (Yu et al., 2005). Mögliche Gründe für die divergenten 
Befunde zwischen C3H Plcg2Ali5/+ und BALB/c Plcg2Ali5/+ Mäusen könnten an den 
unterschiedlichen Mausstämmen oder differenten experimentellen Konditionen liegen.  
In einem weiteren in vitro Experiment konnte gezeigt werden, dass Plcg2Ali5/+ B-Zellen der 
Milz und mesenterialen Lymphknoten, nach LPS- und IL-4-Stimulation, ähnlich wie WT B-
Diskussion 
91 
Zellen, membranständiges IgG1 auf ihrer Zelloberfläche exprimieren können. Es konnte 
gezeigt werden, dass sowohl in uninfizierten als auch infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen, 
gegenüber WT Mäusen, eine Erhöhung des totalen Serum IgG1- und IgG2a-Antikörperlevels 
nachgewiesen werden konnte. 
Basierend auf den genannten Daten denken wir, dass die inadequate Immunantwort von 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen gegenüber einer H. felis-Infektion nicht die Folge eines B-Zell-Defekts ist. 
 
 
4.3 Regulatorische T-Zellen in Plcg2Ali5/+ Mäusen wirken protektiv 
auf die MALT-Lymphom Entwicklung 
Regulatorische T-Zellen sind an der Kontrolle des Immunsystems beteiligt und spielen 
demzufolge eine essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz und -
homöostase (Sakaguchi et al., 2009). Tregs haben die Aufgabe, eine zu starke 
Immunreaktion des Körpers zu unterdrücken. Sie wirken supprimierend auf Effektor-
Funktionen von T-Zellen, B-Zellen, natürlichen Killerzellen sowie dendritischen Zellen und 
verhindern dadurch die Entstehung von Autoimmunkrankheiten (Braga et al., 2012; Mills, 
2004; Raghavan and Quiding-Jarbrink, 2012; Wing and Sakaguchi, 2010). 
Mehrere Publikationen beschreiben, dass es einen Zusammenhang zwischen einer H. pylori-
Infektion und regulatorischen T-Zellen gibt (Craig et al., 2010; Jang, 2010; Kandulski et al., 
2008; Lundgren et al., 2005; Lundgren et al., 2003; Raghavan and Quiding-Jarbrink, 2012). 
Eine Reihe von humanen wie auch murinen Studien konnte zeigen, dass die erhöhte Zahl an 
Tregs in der gastralen Mukosa mit einer reduzierten Helicobacter-induzierten 
Inflammationsreaktion einhergeht, die zugleich mit einer erhöhten bakteriellen 
Kolonisationsrate assoziiert ist (Kandulski et al., 2008; Lundgren et al., 2003; Rad et al., 
2006; Raghavan et al., 2003; Raghavan and Holmgren, 2005). Die Arbeitsgruppe um 
Raghavan et al. konnte erstmalig im Jahr 2003 die Rolle von Tregs in der Immunantwort 
einer H. pylori-Infektion mittels Mausmodell genauer nachweisen. H. pylori-infizierte 
immundefiziente athymische Mäuse zeigten nach einem Transfer von T-Zellen, 
einschließlich immunregulatorischer Tregs, neben einer reduzierten Inflammationsreaktion 
auch eine höhere bakterielle Dichte (Raghavan et al., 2003). Eine weitere Studie von Rad et 
al. stellte ähnliche Ergebnisse dar. Die Depletion von Tregs durch die intraperitoneale 
Injektion eines anti-CD25 Mausantikörpers führte in H. pylori-infizierten C57BL/6 Mäusen 
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zur Depletion von Tregs und folglich zu einer starken Entzündungsreaktion, einer Erhöhung 
antigenspezifischer Antikörper und zu einer reduzierten bakteriellen Kolonisationsrate (Rad 
et al., 2006).  
Eine unserer Hypothesen war, ob, vice versa, die verringerte inflammatorische Antwort in 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen womöglich mit einer erhöhten Anzahl an Tregs einhergeht. Tatsächlich 
konnte sowohl immunhistologisch als auch durchflusszytometrisch ein höherer Anteil 
CD4+/CD25+/Foxp3+ Tregs in der Milz uninfizierter Plcg2Ali5/+ Mäuse, im Vergleich zu 
uninfizierten WT Mäusen, nachgewiesen werden. Eine erhöhte Persistenz des Keims, 
aufgrund der supprimierenden Wirkung von Tregs auf Effektor-T-Zellen (Belkaid and Rouse, 
2005), konnte allerdings in H. felis-infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen nicht festgestellt werden. 
Dies könnte möglicherweise auf den genetischen Hintergrund des Mausstamms 
zurückzuführen sein. Eine vergleichsweise ähnliche Studie, wie die von Rad et al., führten 
Kaparakis und Kollegen an einem anderen Mausstamm durch. Sie konnten zeigen, dass eine 
CD25-Depletion keinen Einfluss auf die bakterielle Dichte sowie die gastrale 
Inflammationsreaktion in Helicobacter-infizierten BALB/c Mäusen hat, womit die genetische 
Komponente in der Treg-vermittelten Regulation von Entzündungsreaktionen ein Rolle zu 
spielen scheint. Dennoch konnte nach Treg-Depletion ein erhöhter Titer antigenspezifischer 
Antikörper nachgewiesen werden (Kaparakis et al., 2006). Übereinstimmend mit den oben 
beschriebenen murinen Daten, wurde in Plcg2Ali5/+ Mäusen, mit einem erhöhten Anteil an 
Tregs, eine verringerte H. felis-spezifische IgG1- und IgG2a-Antikörperantwort detektiert. 
Tregs unterdrücken das Immunsystem, indem sie sowohl T-Zell-abhängig als auch T-Zell-
unabhängig die B-Zell-Antikörperantwort inhibieren und direkt die Proliferation von B-
Zellen supprimieren (Lim et al., 2005; Zhao et al., 2006). Die antigenspezifische T-Zell-
vermittelte Immunantwort kann zum einen durch Zellkontakt-abhängige Mechanismen, z. 
B. durch PD-1 (engl.: programmed death-1) oder CTLA4, unterdrückt werden (Mills, 2004; 
von Boehmer, 2005); zum anderen können sie direkt über Perforin oder Granzym B zur 
Apoptose von Effektor-T-Zellen führen (Vignali et al., 2008; Xystrakis et al., 2006). 
Desweiteren können Tregs über die Sekretion anti-inflammatorische Zytokine, wie IL-10 
und TGF-β, ihre immunsuppressive Wirkung entfalten (Mills, 2004; Raghavan and 
Holmgren, 2005; von Boehmer, 2005).  
IL-10-produzierende Tregs sind aktiv bei der Regulation einer Helicobacter-induzierten 
Gastritis beteiligt (Raghavan and Quiding-Jarbrink, 2012). So konnte in verschiedenen 
Mausmodellen gezeigt werden, dass IL-10 eine durchaus wichtige Rolle bei der 
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Unterdrückung einer H. pylori-induzierten gastralen Inflammationsreaktion spielt (Chen et 
al., 2001; Lee et al., 2007; Matsumoto et al., 2005). Eine Helicobacter-Infektion führt in der 
gastralen Mukosa und im peripheren Blut zu einer hohen Expression von IL-10 (Kandulski et 
al., 2008; Lundin et al., 2007; Roncarolo et al., 2006). Diese Kausalität kann in den 
Forschungsergebnissen dieser Arbeit allerdings nicht bestätigt werden. Nach H. felis-
Infektion konnte im peripheren Blut kein Unterschied in der IL-10-Expression zwischen 
Plcg2
Ali5/+ und WT Mäusen detektiert werden. Somit scheinen Tregs in Plcg2Ali5/+ Mäusen, 
möglicherweise unabhängig von IL-10, zu einer geringeren Inflammationsreaktion und 
einem reduzierten H. felis-induzierten Serum IgG1- und IgG2a-Antikörpertiter zu führen.  
 
Wie bereits beschrieben, spielen Tregs bei der Prävention von Autoimmunkrankheiten eine 
entscheidende Rolle, da sie supprimierend auf Effektor-T-Zellantworten wirken bzw. die 
Aktivität von autoreaktiven T-Zellen kontrollieren (Braga et al., 2012; Mills, 2004; Sakaguchi 
et al., 2001). Anhand dieser Erkentnisse lässt sich eine Diskrepanz zwischen dem in dieser 
Arbeit gezeigten Befund einer erhöhten Treg Rate in Plcg2Ali5/+ Mäusen und dem 
autoimmunen Ali5-Mausmodell erkennen. Allerdings existieren eine Reihe gegensätzlicher 
Daten in Bezug auf die Inzidenz von Tregs in inflammatorischen Autoimmunkrankheiten. 
Zum einen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit SLE eine niedrige Anzahl von Tregs 
aufweisen (Liu et al., 2004; Lyssuk et al., 2007), zum anderen konnten andere 
Arbeitsgruppen eine erhöhte Anzahl an Tregs in Autoimmun-Patienten mit rheumatoider 
Arthritis, SLE und Sjögren Syndrom nachweisen (Alvarado-Sanchez et al., 2006; Flores-Borja 
et al., 2008; Sarigul et al., 2010; Valencia and Lipsky, 2007; van Amelsfort et al., 2004; Yan 
et al., 2008). Yan et al. zeigten eine verringerte immunsupprimierende Funktion von Tregs 
in Patienten mit SLE aufgrund von IFNα-produzierenden Antigen-präsentierenden Zellen 
(APCs). In in vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass Tregs von SLE Patienten nicht 
per se dysfunktional sind. Sobald diese mit APCs aus gesunden Individuen co-kultiviert 
werden, lässt sich eine normale supprimierende Aktivität erkennen (Yan et al., 2008). Diese 
Publikationen unterstützen die Befunde in uninfizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen bzgl. erhöhter 
Treg Anzahl und einem gesteigerten proinflammatorischen Zytokinprofil und könnten 
darauf hindeuten, dass durch die H. felis-Infektion die immunsuppressive Wirkung von 
Tregs in Plcg2Ali5/+ Mäusen wiederhergestellt wird. Der exakte regulatorische Mechanismus 
bleibt jedoch ungeklärt. 
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Ein weiterer Mechanismus der Treg-vermittelten Immunsuppression ist die Umwandlung 
von proinflammatorischem Adenosintriphosphat (ATP) in entzündungshemmendes 
Adenosin. Die Akkumulation von ATP in die extrazelluläre Umgebung ist u. a. eine Antwort 
auf einen akuten und chronischen inflammatorischen Gewebeschaden bzw zellulären 
Stress. Die Umwandlung in immunsuppressives Adenosin erfolgt über zwei, auf Tregs 
hochexprimierten, Ektoenzymen. Die Ektonukleotidase CD39 hydrolysiert ATP in 
Adenosinmonophosphat (AMP), wohingegen die Ekto-5`-Nukleotidase (CD73) AMP zu 
Adenosin generiert (Borsellino et al., 2007; Deaglio et al., 2007; Kumar and Sharma, 2009; 
Stagg and Smyth, 2010). Somit stellt CD73 einen überaus wichtigen und notwendigen 
Faktor bei der Produktion von extrazellulärem, anti-inflammatorischem Adenosin dar. Die 
immunsupprimierende Wirkung von Adenosin wird schließlich durch die Aktivierung von 
Adenosin-Rezeptoren auf T-Zellen, natürlichen Killerzellen und Makrophagen vermittelt 
(Beavis et al., 2012).  
Mittels durchflusszytometrischer Analyse konnte die Expression CD73+ Tregs der Milz von 
Plcg2
Ali5/+ und WT Mäusen untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass Plcg2Ali5/+ 
Mäuse tatsächlich nicht nur einen höheren Anteil an CD4+/CD25+/Foxp3+ Tregs im 
Milzgewebe haben, sondern auch eine höhere Anzahl CD73 exprimierender Tregs besitzen. 
Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den Daten einer Studie von Alam et al., in der der 
Einfluss von CD73 während einer Helicobacter-Infektion in einem Mausmodell dargestellt 
wurde. Diese Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass CD73 exprimierende Tregs die 
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen sowie eine H. felis-induzierte Gastritis 
supprimieren (Alam et al., 2009). 
 
Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit eine erhöhte Anzahl von Tregs in 
Plcg2
Ali5/+ Mäusen entdeckt, die möglicherweise beim Verlauf der Helicobacter-
Langzeitinfektion eine entscheidende Rolle spielen. Trotz der Tatsache, dass Plcγ2 bei der 
Aktivierung von Immunzellen involviert ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass die hier untersuchte Plcg2-Mutation, und die vermutlich daraus resultierende 
erhöhte Anzahl an immunsuppressiven CD73+ Tregs in Plcg2Ali5/+ Mäusen, vor einer 





4.4 Hypothese: Eine hohe Anzahl von Tregs hemmt die 
Helicobacter-induzierte chronische Inflammation und schützt 
in diesem Fall vor der Entwicklung des malignen Lymphoms 
Anhand der Helicobacter-Langzeitinfektion von Plcg2Ali5/+ und WT Mäusen konnte gezeigt 
werden, dass die Plcg2 gain-of-function-Mutation vor der Entwicklung eines malignen 
Lymphoms protektiv wirkt. Mögliche Gründe hierfür könnte die bereits vorhandene höhere 
Anzahl an immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen in Plcg2Ali5/+ Mäusen sein, die diese 
Mäuse vor einer H. felis-induzierten Entwicklung eines gastralen MALT-Lymphoms zu 
schützen scheint. 
Tregs spielen bei der Regulierung des Gleichgewichts zwischen der Immunantwort des 
Wirts und der Persistenz der Infektion eine entscheidende Rolle (Kandulski et al., 2010; 
Raghavan and Holmgren, 2005). Zahlreiche Publikationen beschrieben, dass die Anzahl an 
Tregs in der gastralen Mukosa negativ mit dem Grad einer akuten Helicobacter-induzierten 
Entzündung korreliert (Kandulski et al., 2008; Lundgren et al., 2003; Rad et al., 2006; 
Raghavan et al., 2003; Raghavan and Holmgren, 2005). In einer Studie von Arnold et al. 
konnte gezeigt werden, dass Mäuse, die neonatal mit H. pylori infiziert wurden, eine iTreg-
vermittelte immunologische Toleranz gegenüber der Infektion entwickelten und somit vor 
der Entwicklung einer chronischen Gastritis und präneoplastischen Läsionen geschützt sind 
(Arnold et al., 2011). Dabei übt die frühe Infektion mit H. pylori einen direkten Einfluss auf 
dendritische Zellen aus, so dass diese zu tolerogenen dendritische Zellen verändert werden 
und schließlich die Umwandlung naiver T-Zellen in iTregs induzieren (Oertli et al., 2012). In 
einer humanen Studie konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung einer milden Gastritis 
in H. pylori-infizierten Kindern, im Gegensatz zu infizierten Erwachsenen, mit einer höheren 
Anzahl an Tregs und zugleich einem höheren Level von IL-10 und TGFβ1 in der gastralen 
Mukosa assoziiert ist (Harris et al., 2008). 
Eine erhöhte Anzahl an Tregs hemmt die Effektor-T-Zell Antwort und korreliert mit einer 
erhöhten bakteriellen Kolonisationsrate (Rad et al., 2006; Raghavan et al., 2003). Die damit 
einhergehende Persistenz des Bakteriums und die Unfähigkeit des Immunsystems eine 
protektive inflammatorische Antwort aufzubauen führt wiederum zu einer chronischen 
Infektion und in einigen Fällen zur Entwicklung gastraler Tumore (Jang, 2010; Raghavan and 
Quiding-Jarbrink, 2012).  
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Kandulski et al. und Beswick et al. beschrieben bereits, dass möglicherweise eine höhere 
Anzahl von Tregs in der akuten Phase einer Helicobacter-Infektion protektiv wirkt, 
wohingegen sie zu einem späteren Zeitpunkt der chronischen Phase oder bei einem schon 
existierenden Tumor mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Beswick et al., 2011; 
Kandulski et al., 2010). Eine Akkumulation von Tregs in einem bereits etablierten Tumor 
führt somit zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes (Raghavan and Quiding-
Jarbrink, 2012), da die Aktivität von zytotoxischen T-Zellen gehemmt wird (Wang et al., 
2012).  
Die bereits vor H. felis-Infektion erhöhte Anzahl an Tregs in der Milz von Plcg2Ali5/+ Mäusen 
spiegelt diesen Gedanken wider und könnte daher einen möglichen ersten Schutz vor 
Helicobacter-induzierten Krankheiten darstellen. Das geringere proinflammatorische 
Zytokinprofil, die schwache H. felis-spezifische Immunantwort sowie die reduzierte 




4.5 Schlussfolgerung und Ausblick 
Nach einer Infektion mit dem Magenkeim H. pylori scheitert oftmals das Immunsystem des 
Wirts daran, die Infektion, trotz antigenspezifischer Immunantwort, zu beseitigen. Grund 
dafür sind Helicobacter-spezifische Virulenzfaktoren, welche für die Langzeit-Persistenz des 
Keims verantwortlich sind (Israel and Peek, 2006). Keimspezifische Faktoren und die 
Immunantwort des Wirts haben Einfluss auf den Verlauf der Infektion. Eine Reihe von 
Publikationen beschreiben, dass verschiedene Wirtsgen-Polymorphismen, wie in den 
Genen für IL-1, CTLA4 und GST T1, mit einer gesteigerten Inflammationsreaktion und einer 
höheren Entstehungsrate von MALT-Lymphomen assoziiert sind (Cheng et al., 2006; 
Hellmig et al., 2004; Rollinson et al., 2003; Skibola et al., 2007). In dieser Arbeit konnte zum 
ersten Mal gezeigt werden, dass die in der Ali5-Maus vorhandene Mutation im Plcg2-Gen 
eine protektive Wirkung auf die MALT-Lymphom Entwicklung hat. Mit Hilfe von in vitro 
Versuchen konnte in Plcg2Ali5/+ Mäusen eine erhöhte Anzahl an regulatorischen T-Zellen der 
Milz nachgewiesen werden, die möglicherweise das Resultat der Plcg2 gain-of-function-
Mutation sind. Die Akkumulation von Tregs scheint folglich für die geringere H. felis-
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induzierte Inflammationsantwort und somit für die reduzierte gastrale MALT-Lymphom 
Entwicklung in Plcg2Ali5/+ Mäusen verantwortlich zu sein. 
Mit Hilfe weiterer in vivo Infektionsversuche könnte ein direkter Zusammenhang zwischen 
der Akkumulation von Tregs in Plcg2Ali5/+ Mäusen und dem daraus resultierenden Schutz vor 
einer gastralen MALT-Lymphom Entwicklung nachgewiesen werden. Die Depletion von 
Tregs in H. felis-infizierten Plcg2Ali5/+ Mäusen, mittels eines anti-CD25 Antikörpers, könnte 
darüber Aufschluss geben, ob diese, im Vergleich zu nicht behandelten H. felis-infizierten 
Plcg2








Das Marginalzonen B-Zell-Lymphom vom MALT (mucosa-associated lymphoid tissue)-Typ 
des Magens ist eine Modellerkrankung für das Verständnis, wie eine bösartige 
Tumorerkrankung aus einer chronischen bakteriellen Helicobacter pylori-Infektion 
entstehen kann. Unsere Arbeitsgruppe war eine der Ersten die zeigen konnte, dass eine 
Eliminierung von H. pylori im frühen Stadium eines MALT-Lymphoms in vielen Fällen eine 
langanhaltende Remission bewirkt. Eine H. pylori-Eradikation stellt somit die Therapie 
erster Wahl im frühen Stadium eines gastralen MALT-Lymphoms dar.  
Neben Helicobacter-spezifischen Virulenzfaktoren spielen spezifische Wirtsmerkmale bei 
der Entwicklung von MALT-Lymphomen eine ganz entscheidende Rolle. So führen 
verschiedene Wirtsgen-Polymorphismen, die für die Immunantwort und 
Entzündungsreaktion einer H. pylori-Infektion verantwortlich sind, zu einer gesteigerten 
inflammatorischen Antwort und zu einer stärkeren Neigung, gastrale MALT-Lymphome zu 
entwickeln. Zudem konnte unsere eigene Arbeitsgruppe zeigen, dass das Gen 
Phospholipase C gamma 2 in gastralen MALT-Lymphomen, im Vergleich zur chronischen 
Entzündungsreaktion, überexprimiert ist.  
Vor diesem Hintergrund untersucht die vorliegende Arbeit, inwieweit Mäuse, die aufgrund 
einer gain-of-function-Mutation im Plcg2-Gen Symptome einer gesteigerten 
Entzündungsreaktion und Autoimmunerkrankungen zeigen, eine frühere und höhere 
Inzidenz aufweisen, H. felis-induzierte MALT-Lymphome zu entwickeln. Eine H. felis-
Infektion in Mäusen ruft dabei ganz ähnliche Symptome hervor wie eine humane H. pylori-
Infektion. Entgegen der Erwartung konnte gezeigt werden, dass heterozygote Plcg2Ali5/+ 
Mäuse, im Vergleich zu WT Mäusen, signifikant weniger gastrale MALT-Lymphome 
entwickeln. Dies wurde von einer Herunterregulation proinflammatorischer Gene und einer 
verringerten H. felis-spezifischen Antikörperantwort in Plcg2Ali5/+ Mäusen begleitet. Ein B-
Zell-Defekt in Plcg2Ali5/+ Mäusen konnte durch in vitro Experimente ausgeschlossen werden. 
Die Untersuchung regulatorischer T-Zellen im Milzgewebe beider Genotypen zeigte, dass 
Plcg2
Ali5/+ Mäuse eine signifikant höhere Anzahl immunsuppressiver CD73 exprimierender 
Tregs besitzen. Anhand dieses Ergebnisses lässt sich die in Plcg2Ali5/+ Mäusen verringerte 
Immunantwort gegenüber einer Helicobacter-Infektion erklären.  
In dieser Arbeit konnte somit erstmals gezeigt werden, dass die gain-of-function-Mutation 
im Plcg2-Gen vor einer Helicobacter-induzierten MALT-Lymphom Entwicklung schützt. Die 
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Experimente und Auswertungen innerhalb dieser Arbeit lassen die Schlussfolgerung zu, 
dass die in Plcg2Ali5/+ Mäusen auftretende erhöhte Anzahl von Tregs möglicherweise für die 
geringere Entzündungsreaktion und folglich für die reduzierte Entstehung des Lymphoms 








Gastric marginal zone B cell lymphoma of the MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) 
type is a model disease to understand, how malignant tumors develop out of a chronic 
bacterial H. pylori infection. Our group was among the first to demonstrate that in most 
cases low-grade MALT lymphoma patients show long-term remission and cure after 
elimination of the H. pylori infection. Therefore, eradication of H. pylori is now always the 
first-line therapy for early stage gastric MALT lymphomas.  
The interactions of Helicobacter-specific virulence factors and specific host characteristics 
play a crucial role in the development of MALT lymphomas. Various host gene 
polymorphisms, which are responsible for the immune response and inflammatory 
reactions of a H. pylori infection, are associated with an increased inflammatory response 
and consequently with a higher incidence of MALT lymphomas. In addition, our group has 
demonstrated that the gene for phospholipase C gamma 2 is overexpressed in gastric MALT 
lymphoma as compared to chronic gastritis.  
We therefore asked, whether autoimmune-prone mice with a gain-of-function mutation in 
the Plcg2 gene are more susceptible to development of H. felis-induced gastric MALT 
lymphomas. Symptoms of a H. felis infection in mice are very similar to a human H. pylori 
infection. In contrast to our initial hypothesis, it could be shown that heterozygous 
Plcg2
Ali5/+
 mice developed significantly less gastric MALT lymphoma as compared to WT 
littermates. Infected Plcg2Ali5/+mice showed downregulation of proinflammatory cytokines 
and decreased H. felis-specific antibody responses. An incisive B-cell defect in Plcg2Ali5/+ 
mice was ruled out by in vitro experiments. By examining regulatory T-cells in the spleen 
tissue of both genotypes we found out that Plcg2Ali5/+ mice have a significantly higher 
number of immunosuppressive CD73-expressing Tregs. This result could explain the 
decreased immune response of Plcg2Ali5/+ mice towards H. felis infection. 
Altogether, these data demonstrate for the first time that the gain-of-function mutation in 
the Plcg2 gene protects against Helicobacter-induced MALT lymphoma development. The 
experiments and analyses in this study allow to draw the conclusion that higher numbers of 
Tregs in Plcg2Ali5/+ mice may be responsible for the decreased inflammatory response and 
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Abbildung 18: Plcg2-Nukleotidsequenz.  
In der oberen Wildtyp Plcg2 Sequenz ist eine Restriktionsschnittstelle für das Enzym HincII 
vorhanden. Die Punktmutation in den Plcg2
Ali5/Ali5 
Mäusen (untere Sequenz) entsteht durch 
Austausch der Purinbase Adenin zu Guanin (rosa gekennzeichnet). Somit ist eine Spaltung durch 
HincII nicht mehr möglich. Die Abbildung wurde freundlicherweise von Dr. Yu (Institut für 














Abbildung 19: Immunhistologische CD3 und Foxp3 Färbung von murinem Milzgewebe. 
Repräsentatives Beispiel einer (A-B) CD3 und (C-D) Foxp3 Färbung von Milzgewebe einer 
uninfizierten Maus. Die fünf gleichen T-Zell Areale (in der CD3 und Foxp3 Färbung) der weißen Pulpa 
wurden mikroskopisch festgelegt und die totale Anzahl von Foxp3
+
 Tregs in 40-facher Vergößerung 
bestimmt. Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms ImageJ v1.47 wurde das CD3
+
 T-Zell Areal 
kalkuliert (dünne gelbe Linie). Die Anzahl Foxp3
+
 Tregs konnte somit schließlich auf 1000 µm² des 
CD3
+
 T-Zell Areals bezogen werden. (A, C) Maßstabsleiste von 200 µm mit einer Vergrößerung von x 
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Tabelle 18: Vergleich der PCR Array und qPCR Daten im Genotyp- und Infektionsstatus. 
Gen Status Experiment Fold Regulation p-Wert 
Tnfrsf13c 
Infektion 
PCR Array -1,8483 
0,013 (two-way ANOVA) 
0,004 (t-Test) 
quantitative PCR -2,349 0,036 (t-Test) 
Genotyp 
PCR Array -2,786 
0,00015 (two-way ANOVA) 
0,014 (t-Test) 
quantitative PCR -2,266 0,046 (t-Test) 
S100a8 Genotyp 
PCR Array 2,614 
0,003 (two-way ANOVA) 
0,014 (t-Test) 
quantitative PCR 3,418 0,018 (t-Test) 
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